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Предисловие редакторов 
русского издания 


Легко понять суть, не становясь 
жертвой ситуации, когда 
«за деревьями не видно леса». 


Мы живем в начале постгеномной эры биологических исследований — 
в то время, когда число установленных полных структур геномов стреми- 
тельно растет, среди них — последовательности геномов множества бакте- 
рий, дрожжей, нематоды, дрозофилы, геномов человека и его ближайшего 
родственника шимпанзе и другие, которые либо уже установлены, либо 
_будут установлены очень скоро. Все эти замечательные результаты можно 
_ обобщить следующим образом. 
В ‘прикладной области — развитие медицины нового поколения (генная 
‘терапия; фармакогеномика; лекарства нового поколения — эндогенные 
яторы, вакцины нового поколения, диагностика предрасполо- 
и к болезням; судебная медицина — идентификация личности, 


ификация генетических признаков пород и сортов для се- 
‚ улучшенными свойствами на основе рационально на- 
я теном. использование новых технологий для 
гва пищевых продуктов; использование новых техно- 
и еж ‘ситуации. 

ваниях — | ни генов; та 
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Таким образом, употребляя здесь термин «постгеномная Эра», мы вы. 
2 7 
деляем во временной истории биологических исследовании две эпохи: до 


массированного анализа структуры геномов, когда имели дело с отдель. 
ными биологическими молекулами, в том числе генами; и постгеномная 
(новейшая) эра, когда ученые оперируют с крупными Массивами тенов, 
пытаясь понять гармонию сложнейшей системы взаимодействий геномов, 
их продуктов, клеточных структур и систем сигнализации — всего, что по- 
зволяет живому ансамблю правильно ориентироваться в пространстве и 
во времени. 

Нельзя сказать, что сейчас уже достигнуто очень хорошее понимание 
живых систем; впереди еще долгий путь познания, прежде чем биологи-. 
ческая материя откроется нам в деталях. Тем не менее можно уверенно 
утверждать, что наука нашла свою тропу в различные прикладные облас- 
ти; особенно ярко прогресс в научных исследованиях проявляется в 
медицине. 

Как заметил Нобелевский лауреат Джим Уотсон, даже половины той 
информации, которую принесла расшифровка структуры генома челове- 
ка, достаточно для того, чтобы все биофармацевтические фирмы мира 
были заняты на многие десятилетия (приводим высказывание в своем 
пересказе). 

Темп накопления геномной информации сегодня так высок, и она 
приносит так много новых данных, что учебники часто не успевают за 

‚ Важными концептуальными изменениями в этой области. Молодое поко- 
ление будущих ученых — студенты — нуждаются в такой информации. 

о  Восполнить этот пробел помогают современные учебные пособия. 
| ® Несомненно, к числу таких полезных пособий относится предлагаемая 
_ _ ВНИМанию читателей книга английских авторов. Санди Примроуз — пред- 
_ коб к Ставитель бизн ощества, Ричард Тваймен — представитель универ- 


‚ авторского коллектива отражает сегодняшний 


УЧНЬ 


Предисловие редакторов русского издания 7 


заболеваний (гл. 3), наследственных заболеваний (гл. 4) и рака (тл. 5). За- 
ключительные главы посвящены рассмотрению современных подходов к 
созданию лекарств и новых терапевтических методов, в том числе при ре- 
шении проблем крупномасштабного производства биофармацевтических 
препаратов (гл. 6); разработке лекарств нового поколения (гл. 7), где в каче- 
стве активного начала используются собственные биорегуляторы человече- 
ского организма, нацеленные на конкрентные молекулярные мишени в ор- 
танизме; в последней главе (гл. 8) дано краткое описание современных ме- 
тодов медицины — генной и клеточной терапии, которые, безусловно, 
были бы невозможны без предварительно накопленной и осмысленной ге- 
номной информации. И хотя многие медицинские подходы — дело буду- 
щего, но мне представляется, что это будущее уже на горизонте. 

Весьма полезна дополнительная литература в конце каждой главы. 

Мы считаем, что особый интерес читателя вызовут две темы, освещае- 
мые в этой книге. 

При изложении основных принципов геномики (гл. 2) существенно, 
что авторы уделили серьезное внимание принципам генетического карти- 
рования, включая создание генетических карт, основанных на новом по- 
колении полиморфных молекулярно-генетических маркеров. При этом 
прослеживается, каким образом поток геномной информации, который 
начинается с анализа генетических карт, получаемых генетическими ме- 
тодами, переходит на физические карты, где используются новые концеп- 

® _ ции физического картирования, такие как создание 5Т5, благодаря чему в 
® конечном счете достигается локализация области с мутацией, приводя- 
щей к превращению нормального (здорового) гена организма в ген, функ- 
®— ции которого нарушены (вследствие чего и возникает болезнь). Далее, 
— благодаря доступности клонированных фрагментов генома достаточно 
1 _ просто можно перейти от карт к физическим носителям генетичекого ма- 
териала — длинным фрагментам ДНК, клонированным в подходящие 
› изнаконенук выявлению, самого гена. Последующее изложение 
ых подходах к определению нуклеотидной по- 
его вариабельности способствует созданию у 
и сжатой, картины современной геноми- 
внительная геномика, которая позво- 
ую ог 


м 
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теномного анализа возникла новая важнейшая наука биоинформатика ках 


часть современной геномики. 
При изложении проблем крупномасштабного производства биофарма- 


цевтических препаратов (гл. 6) нам предложен объекняваьйй анализ совре- 
менной ситуации в этой области. За короткий срок биотехнологические 
методы привели в медицинскую практику лекарства нового поколения, 
сделав их доступными широкому кругу пациентов. Из таких важнейших 
биопродуктов можно назвать интерферон, инсулин, гормон роста, ткане- 
вой активатор плазминогена и другие прямо-таки чудодеиственные средст- 
ва современной медицины, которые позволили успешно лечить ранее не- 
излечимые болезни. Этот жизненно значимый аспект фармации достаточ- 
но хорошо известен даже в не слишком научных кругах. Гораздо хуже мы 
ознакомлены с тем, как «устроено» производство этих продуктов сегодня, 

Я почти уверен, что далекий от этой проблемы читатель все еще пола- 
гает, что дело здесь обстоит все еще так, как это делалось двадцать лет на- 
зад: происходит клонирование гена с последующей его экспрессией в бак- 
териальных или дрожжевых клетках. В книге не отрицается, что, конечно 
же, эта «привычная» технология еще работает и в современных производ- 
ствах, принося на рынок заметную долю фармацевтического продукта. 
Однако авторы также описывают технологии получения белковых препа- 
ратов в клетках млекопитающих; эти новые методы занимают в современ- 
ном производстве не менее 60% и позволяют получать физиологически 
активные белки человека, гораздо более близкие к природным, чем белки, 
к получаемые в бактериях. Эти стратегические изменения производственной 
_ сферы во многом прошли незамеченными научным сообществом. 
— При подготовке русской версии книги мы считал 
_ _ Нятьтерминологию авторов, которая, 


5 м. 


о = 


и правильным сохра- 


цете традиционного учебного матер 
ини < вещи, хорошо известные из учеб- 


етике и биохимии. Издержки из-за 
тем, что книга содержит специаль- 
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внимательно обследовать транскрипционную карту с целью обнаружения 
в этом районе генов-кандидатов для выявления их связи с болезнью». Это 
было бы так, если бы мы действительно знали о генах все. Но по мере раз- 
вития геномики выявляются все новые гены, в особенности гены, не ко- 
дирующие белки. Они не входят в традиционные карты транскриптов. И 
единственный путь выявления их функций — получение мутантов и их 
идентификация генетическими методами, включающими позиционное 
или ассоциативное картирование. 

Полагаем, что книга, несомненно, будет полезна студентам старших 
курсов и аспирантам биологических и медицинских специальностей, пре- 
‘подавателям, а также научным работникам работающим в области биоме- 
дицинских исследований. 


ИЖ сх 


академик РАН и РАСХН Е. Д. Свердлов, 
научный руководитель Института 
молекулярной генетики РАН 


сн 
ли] } 


УвОНЯ 
нанедысхо“ 


УыаОИ . 


профессор, д-р биол. наук С. А. Лимборская 


2 : ирасяумун 

лечил, ылыя! 

ЕСТ р за 
оадмМЫМ 


км 


Предисловие 


Почти 50 лет назад Уотсон и Крик подробно описали структуру ДНК и | 
показали, как она может точно копироваться при передаче из поколения в ( 
поколение. В то время значение этого открытия для медицины только обсуж- 
далось. Биологам прежде всего хотелось понять, как построены гены, и рас- 
шифровать генетический код. Приблизительно 25 лет назад началась биотех- 
нологическая революция как результат развития технологии рекомбинант- 
ных ДНК, позволившей получать человеческие белки {и уйто в больших 
количествах. Первоначально под термином «биотехнология» подразумева- 
лось производство рекомбинантных молекул, а фармацевтическая биотехно- 
й логия была очень узким направлением. 

Сегодня мы являемся свидетелями революции в области геномных ис- 
следований, проводимых в рамках международных проектов, направлен- 
ных на определение нуклеотидных последовательностей (секвенирова- 
ние) полных тгеномов организмов — от бактерий до млекопитающих, 
включая человека. Идентифицированы многие гены из различных орга- 
низмов и достигнут значительный прогресс в понимании роли этих генов 
в организме и при возникновении заболеваний. Уже практически нет та- 

их областей медицины и фармакологии, которые не были бы затронуты 


, ледованиями. Сейчас хорошо известно, какие гены обуслов- 


эоть микроорганизмов; эти знания позволяют разрабаты- 

агности} и создавать новые вакцины и антибиоти- 

Я прогре ‚ понимании тенетических о0с- 

и рак также способствует развитию 

отке новых фармацевтиче- 
ОД ОГИИ ы 
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интерфероны, компоненты крови и гормоны. Многообразие лекарственных 
препаратов продолжает быстро увеличиваться и включает полученные ген- 
но-инженерными методами белки, которые не похожи на природные анти- 
тела человека и даже природные нуклеиновые кислоты. Более того, развива- 
ются новые медицинские технологии, такие как генная терапия, клеточная 
терапия и тканевая терапия. 

Итак, развитие упомянутых выше новых научных направлений происхо- 

дит с огромной скоростью, поэтому неудивительно, что студенты и их на- 
учные наставники испытывают затруднения в формировании цельной кар- 
тины происходящего. Эта книга адресована тем, кто хочет получить общее 
представление о современном состоянии биотехнологических разработок, 
областях их применения и, при необходимости, этические «подсказки». 
Книгу условно можно разделить на три части. В гл. | и 2 дается представле- 
ние о роли биотехнологии и геномики в медицине; при этом особое внима- 
ние уделяется достижениям, которые легли в основу недавних успехов в об- 
ласти медицины. В гл. 3—5 детально рассматриваются возможности биотех- 
нологии и геномики в предотвращении и лечении различных типов 
болезней. И наконец, в гл. 6-8 описывается вклад биотехнологии и гено- 
мики в развитие различных методов терапии, включая те, что основаны на 
использовании традиционных лекарств, рекомбинантных белков, а также 
тенную и клеточную терапию. 

При обсуждении любой затронутой в книге проблемы уровень детали- 
зации материала таков, что читатель легко может понять ее суть, не стано- 
вясь жертвой ситуации, когда «за деревьями не видно леса». Мы исходили 
из редположения, что читатель имеет базовые знания в области генетики 
кулярной биологии, поэтому в книгу не включены главы, посвя- 
` структуре ДНК, экспрессии генов и т. д., которые обычно при- 
т в других вполне успешных учебниках по биологии. Читатели, 
глубоко вникнуть в технологии рекомбинантных ДНК и 
‘обратиться к следующим учебникам: Рипср/ез о/ Сепе 
у и и Рипср/е; о} Сепоте Апа[у55 апа Сепот!су (РОСА), 
; пепегельством ВЛаскей Ри $1. В конце каждой 
е главы из этих двух изданий 
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рность всем, кто оказал неоценимую по. 
особенно Сью Годдард и ее коллегам (биб. 

ка САМВ) и Элистер Фиттер (биологический факультет Йоркского 
лиоте 

й ятить эту книгу своим роди. 
Тваймен хотел бы посв 

университета). Ричард 
телям Питеру и Ирен, детям Эмили и Люси, а также Ханне, Джошуа и 


Дилану. 


Авторы выражают благода 
мощь в подготовке рукописи, 


Санди Б. Примроуз и Ричард М. Тваймен 
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Указанные ниже таблицы и рисунки взяты из следующих источников: 


Рис. 2-4: Сош5оп А, Зи $юп 7, Вгеппег $ е! а/. (1986) То\уага а рвузса! тар оЁ Ше 
депоте оЁ Ше петаюде СаепограБ 5 4езапз. Ргос Май Аса4 5! ОЗА 83, 7821—7825. 

Рис. 2-8: ЕпзЕМВТ. Ватап зепоте Бго\узег уу епзетЫ.оге 

Рис. 2-9: \сшезси УЕ её а/. (1997) Свагасмептаноп оЁ Ше уеа$ё {тапзсирюте. Се/! 88. 
243—251. 

Рис. 2-12 шзеё Сор А, Розе! \, Ваитег М, \55 У (1992) Тмо-@йтепяюопа! 
ройуасгУапиае зе! ейесторвогез 5, %ИВ питоБИ2е4 рН тает т Ше @гэ Аптепзюп, оЁ 
Бапеу зее4 ргоешз: @зспиитаноп оГ сиуагз зв ФЙегеле таН ие эгаез. ЕЙесгорйоге5й5 13, 
192—203. 

_— Рис. 3-4: Сошцезу оЁ Сашегпе Атпо!4, ОК Неанв Ргоесноп Авепсу. 
— Рис. ВЗ-3: Вейгеши. (1999) с1епсе 284, 1520—1523. [ог Вох 3.3] 
4-4: Маззбаит ВТ, Мсплез ВВ, УМИага НЕ (2001) Сепейсх т Месте, УВ 
; РННаае Пвиге 4 14. Опайпа! рВоговгарВ соилезу оЁ Р. ау, Нозрна! ог ск 
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Рис. Вб-46: Ргосовта 9. 
Рис. 7-4: Стомоп СЕ (2002) Рапсвопа! сей- 


@всоуегу. Туенах Вюесйпо! 20, 110—115, Яеиге2. 

Рис. 7-5: Вапдага, Кеппеду (2002) Риш Оёсоуегу Тодау 7,411 —418, Ввуге 2. 

Рис. 7-7: Тротрзоп, Ешпап (1996) Сйет Кез 96, 555, Нзиге 10.29. 

Рис. 7-8: ВаЖепно! Е, уоп дет Виззсве-Нипле#9 С, ГапзКу А е/ а1. (1996) Апве» Слет 
иг Еа ЕпЯ! 35, 2289, Ввиге 10.30. 

Рис. 7-12: СазИе АГ, Сагуег МР, Мепапск ОТ. (2002) Тохжсовепописз: а пе\ геуоаНоп 
ш 4 вау. ие Оёзсоуегу Тоаау 7, 728—736, Нелге 4а. 


Базеа иНТ$ ш сНеписа! вепопис ап 


Табл. 7-1: Сгобюп СЕ (2002) ЕипсНопа! сеЙ-Базей иНТ$ ш свеписа! вепопис ага 
@зсоуегу. Туеп45 Вюмесйно! 20, 110—115. 

Табл. 7-2: Ое\Уцо ТА е! а. (2002) Ап атау оЁ пагеей-зресс зстеепие згашз Юг 
апБас{епа! @зсоуегу. Маме Вюгесйпо! 20, 478—483. 
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ГЛАВА 1 


Биотехнология и геномика. 
Медицинский аспект 


Введение 


За последние 300 лет достигнут значительный прогресс в понима- 
нии особенностей функционирования человеческого организма, как в 
норме, так и в патологии. Однако наши знания накапливались нерав- 
номерно. Из истории медицины известно немало неожиданных и ре- 
волюционных открытий. И лишь немногие из этих достижений были 
бы возможны без развития экспериментальных методов. 

Рассмотрим в качестве примера открытие Александром Флемингом двух 
первых антимикробных препаратов: лизоцима (1922 г.) и пенициллина 
(1928 г.). Оба открытия были сделаны благодаря счастливой случайности, 
причем ни одно из них не было бы возможным, если бы Флеминг не умел 

культивировать бактерии на твердой питательной среде. Использование 
агара для этих целей, первоначально предложенное Фанни Хесс, было вве- 
дено в практику Робертом Кохом в 1882 г. Вооруженные таким методом 
х культур Роберт Кох и Луи Пастер смогли установить принципы па- 
ности бактерий, основав тем самым новую дисциплину — медицин- 
обиологию. В свою очередь работы Флеминга, Пастера и Коха 


вои собственные варианты микроскопа, однако честь этого 
сит братьям Гансу и Захариасу Янсенам (1595 г.). 

‚ использование диэтилового эфира в качестве ане- 
монстрированное Кроуфордом Лонгом' в 1842 г., 

если бы к этому времени не был известен метод 

се вет описан. им ученым Валериу- 
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Глава 1 
заболе Й 
ового организма и возникновения ваний. Не 


оль достижений химии И физики большинство ме_ 
р все же являются прямым следствием двух тех- 


нологических революций в биологии — ВА В ре- 
комбинантных ДНК и геномной революции, котор АИ Ы том 
обсуждения в данной книге. В гл. 1 мы коротко сум о а тех- 
нологии рекомбинантных ДНК и геномики на медицин й рактику. В 
последующих главах мы обсудим роль этих методов в пр дупреждении, 
диагностике и лечении различных типов заболеваний и рассмотрим тех- 
нологические подходы, находящиеся на стадии разработки, которые мо- 
гут повлиять на развитие медицины в будущем. 


существования здор 
смотря на огромную р 
дицинских нововведений 


Технология рекомбинантных ДНК 


Революционное открытие технологии рекомбинантных ДНК произошло 
примерно в 1972 г., когда были разработаны соответствующий инструмен- 
тарий и методы манипуляции с ДНК т уйто. До 1970 г. были неизвестны 
удобные и правильные методы работы с ДНК; это означало, что нельзя 
было исследовать индивидуальные гены непосредственно. Методы генети- 
ческого анализа могли быть использованы для непрямого изучения струк- 

_ туры и функции генов в модельных организмах, однако они не могли быть 
легко приложимы к человеку. Технология рекомбинантных ДНК стала воз- 
ыеквой в результате выделения и биохимической характеристики фермен- 
_ Тов, которые бактерии используют для манипуляций с ДНК в процессе сво- 
ей нормальной жизнедеятельности (дополнение 1-1). Очень скоро стало 


Дополнение 1-1 Основные ферменты, 
для манипуляций с ДНК 


используемые 


_ липкие. Совместимость перекрывающихся 
рагментов зависит от используемых эндонук- 
стрикции. 
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. 

з ясно, что если эти ферменты выделить в чистом виде, то их можно исполь- 
ь зовать для создания новых комбинаций различных фрагментов ДНК и уйго, 
Ц Такие новые фрагменты назвали рекомбинатными молекулами ДНК. 

( 


Метод молекулярного клонирования 


Для экспериментов с определенной послеловательностью ДНК необхо- 
димо получить достаточное количество ее копий. Первым существенным 
достижением в области технологии рекомбинантных ДНК стал метод по- 
лучения миллионов копий с одной и той же последовательности ДНК — 
метод, известный как молекулярное клонирование. Исследователи уже дав- 
но знали о существовании в бактериях генетических элементов — плаз- 
мид и бактериофагов (фагов), способных к автономной репликации с об- 
разованием большого числа копий (автономные репликоны). Технология 
рекомбинантных ДНК дала возможность присоединять такие репликоны к 
| последовательностям ДНК человека, которые таким образом можно было 
амплифицировать. Это привело к созданию на основе ДНК плазмид, фагов 
или (в некоторых случаях) их комбинаций клонирующих векторов, которые 
были предназначены для клонирования фрагментов чужеродной ДНК. Об- 
щшая схема метода молекулярного клонирования показана на рис. 1-1. 

В середине 1980-х годов был разработан другой метод амплификации 
ДНК м уйто с использованием очищенных препаратов ДНК-полимераз, 
известный как полимеразная цепная реакция (ПЦР). Принцип ПЦР приве- 
ден на рис. 1-2. Для этого метода требовались праймеры — одноцепочеч- 
ные молекулы ДНК, которые связываются с определенными участками 
ДНК-матрицы. Если два праймера выбраны таким образом, что они 
фланкируют интересующий район, связываясь с противоположными це- 
пями ДНК навстречу друг другу, то синтез ДНК, направляемый этими 
ь приведет к удвоению количества матрицы. Следовательно, 
повторение стадий денатурации (разделения матричной ДНК 
цепи), связывания (отжига) праймеров и удлинения праймеров 

ЧК может привести к экспоненциальному росту числа ко- 
й последовательности ДНК. По сравнению с традици- 
НН ен о очень быстрый, чувстви- 


о ЧЕ ЗАИЩИР, НИ 


ментов. днк, исходя из 
причем не обязательно хо- 
же ин 
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Лигирование фрагмента 
© ны Трансформация 


— 


Репликация вектора и 
размножение клеток 


Выделение ДНК, 
очистка фрагмента 


49 
63709) 


(@ 04) 
(<. 


_ к Отбор одной г он ое о 
у у 
(клона), репликация вектора, == в мет ом 
_ Наращивание кл. > 
5 ЯР Ма и. > = - 
_ Рие. 1-1 Принципиаль 
АС нием ре а ты молекулярного клонирования в клетках с использова- 
ОГО с ей ке НК во расщепляют эндонуклеазой рестрикции по уни- 
ют С вектором мч полученную с использованием той же рест- 
явклетки бактерии и ‚ ДНК-лигазы. Затем вектор, содержащий 
уемый маркерный тен ( о, методом трансформации. Вектор со- 
‚ присутствии антибиотика К=еьх › обеспечивающий выживание и раз- 
| аи бактерий на, © трансформированных, а не нормальных 
около 1-10°. ку Петри со средой трансформанты образуют 
д Е - клетка содержит несколько 
рирают и выращивают в больших 


их 


‚ который был использо- 
9» я 
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0,5%-м геле можно разделять молекулы 
размером 5-20 тыс. п. н. Полиакриламид- 
ные гели используются для фракционирова. 
ния фрагментов ДНК меньшего размера, а 
также (при необходимости) различающихся 
между собой на один нуклеотид (например, 


Гель-электрофорез — стандартный метод 
разделения смеси молекул ДНК по размеру. 
Он основан на том, что молекулы ДНК в - 
растворе заряжены отрицательно и под дей- 
ствием электрического поля движутся к ано- 


оз 
ду. Если электрофорез проводится в агар. 
ном или полиакриламидном геле, то поры при секвенировании ДНК). Положение от- 
геля обладают эффектом сита, и в результа- дельных молекул ДНК при электрофорезе в 
агарозных гелях выявляют с помощью ин- 


те малые молекулы движутся к аноду быст- 
рее, чем большие. Разделяющая способ- 
ность геля зависит от размера пор, который 
в свою очередь зависит от концентрации 


теркалирующего красителя этидийбромида, 

а при разделении в полиакриламидном геле 

ДНК предварительно метят. Для разделения 

геля. Например, 5%-й агарозный гель по- молекул длиной более 50 тыс. п. н. исполь- 

зволяет фракционировать молекулы ДНК зуют специальный метод — гель-электрофо- 
размером 100-500 п. н., в то время как в рез в пульсирующем поле. 

Ее НЫ 


Идентификация и клонирование специфических генов 


Прежде чем клонировать специфическую генную последователь- 
ность, ее необходимо выделить из природных источников, И это, как 
правило, узкое место в любом эксперименте по клонированию. Два 

| основных источника ДНК для клонирования — геномная ДНК и ком- 
плементарная ДНК (кДНК) — невероятно сложны (табл. 1-1). Поэто- 
| му индивидуальные гены «разбавлены» миллионами не относящихся к 
ним фрагментов ДНК. 
ыы В некоторых редких случаях удавалось достаточно просто получить не- 
ходимую последовательность. Например, в чи 
ее ь сле первых клонированных 
у гены, кодирующие а-глобин и В-глобин, поскольку 
_ретикулоциты (незрелые красные р 
. к а и кровяные клетки) содержат настолько 
ог ны сор ы = что получить нужные последовательности 
результате секвенирования плазмид из случайно вы- 


ых клонов. Однако генов, которые относятся к категории «представ- 


в избытке», не очень ! я 
сложные Ему чаще всего приходится искать 
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Таблица 1-1 Свойства геномной ДНК и кДНК 


Геномная ДНК кДНкК 
Во всех тканях одного организма геномная Состав смеси кДНК зависит от ткани, стадии 
ДНК (за редким исключением) одна и та же развития и состояния клеток 


Гены находятся в свойственном для них отпри- Представлены только транскрибируемые по- 

роды окружении (включая спейсерные участки следовательности. Отсутствуют спейсерные 

ДНК, регуляторные элементы, интроны) участки ДНК, регуляторные элементы или ин- 
троны. Варианты альтернативного сплайсинга 
представлены разными кДНК 


Представлены все гены Представлены только экспрессирующиеся в 
тканях гены, с которых были получены мРНК 


Гены представлены в равной степени (пропор- Различные гены представлены в разной степе- 

ционально) ни: сильно экспрессирующиеся гены дают боль- 
ше транскриптов и, соответственно, больше ко- 
пий кДНК, чем слабо экспрессирующиеся гены 


нии данных о структуре частичных клонов данного гена, родственных ге- 
нов из других организмов, консенсусных последовательностей, характер- 
ных для определенного семейства генов, или аминокислотных 
последовательностей белков. 
® Иммунологический скрининг. Этот подход предполагает получение 
экспрессионной библиотеки, т. е. библиотеки кДНК, в которой все клоны 
способны продуцировать белки. Если доступно антитело, которое узнает 
белковый продукт интересующего гена, то соответствующий ДНК-клон 
°— может быть выделен. 

* Функциональный скрининг. В этом случае также необходима экс- 
‘прессионная библиотека. Процедура скрининга предполагает тестирова- 
ние функции белка, т. е. наличия определенной ферментативной актив- 
_ ности или определенного эффекта в культивируемых клетках. 
чие от клеточного клонирования, ПЦР можно использовать 
тов ДНК непосредственно из источника (без 
` библиотеки), по существу следуя страте- 
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ль бе пот о еар интересующего гена. Однако 
ради р тии большинства болезней человека, 

› Поскольку единственная имеющаяся инфор- 
мация — это данные о симптомах болезни. В таком случае широко ис- 
пользуется подход, называемый позиционным клонированием, когда сна- 
чала проводят локализацию гена, ответственного за развитие болезни, в 
определенном участке генома. Расположенные вблизи картированного 
гена известные последовательности ДНК (как правило, генетические 
маркеры на начальных стадиях картирования или иногда другие ориен- 
тиры в хромосоме, например хромосомные разрывы) используют для 
того, чтобы начать анализ методом «прогулки по хромосоме», при кото- 
ром получают набор клонов, содержащих перекрывающиеся фрагмен- 
ты, полностью охватывающие интересующий участок генома (рис. 1-3). 
На этом участке затем ведется поиск генов с целью найти тот, который 
содержит мутацию у людей, страдающих от болезни, но не мутирован у 
здоровых индивидуумов. 


Функциональная характеристика клонированных генов 


Клонирование гена, например гена человека, ответственного за какую- 
либо болезнь, — это только первый шаг на длительном пути. Как только 
клон получен, очень важно как можно больше узнать об этом гене, так как 
это обеспечит понимание его функции в нормальной клетке и роли в па- 
тогенезе заболевания. Исчерпывающее представление о функции гена в 
норме и при болезни необходимо для разработки новых терапевтических 
методов. Существует множество подходов к исследованию функции гена 
(рис. 1-4). 

. Анализ экспрессии гена. Экспрессия гена может ограничиваться толь- 

| ко определенными клетками, тканями, определенными стадиями развития 

к или может быть индуцирована внешними сигналами (например, гормона- 

г. ми). Изменения паттернов генной экспрессии могут играть важную роль в 

патогенезе, а мутации в одном гене могут оказывать влияние на характер 

экспрессии других генов. Экспрессию генов можно изучать с помощью та- 

у ‘нозерн-блот-гибридизация и гибридизация #1 5йи (допол- 
ре 


ции белка. Если в результате экспрессии гена обра- 
ый белок, то для выяснения локализации этого белка 
‚ антитела. Вестерн-блоттинг аналогичен нозерн- 
+ 1 И с 
ектрофоре о ‚› смеси белков 


24 Глава 1 


Дополнение 1 


Гибридизация, т. е. комплементарное 
спаривание оснований между одноцепо- 
чечными нуклеиновыми кислотами, — — 
один из ключевых методов молекулярной 
биологии. Этот метод позволяет иденти- 
фицировать специфические последова- 
тельности ДНК в сложных смесях. Для это- 
го одну молекулу нуклеиновой кислоты 
каким-либо путем метят для облегчения 
детекции, а затем используют в качестве 
зонда для поиска специфической (ком- 
плементарной) последовательности-мише- 
ни. Например, при блот-гибридизации 


ТЬЯ" 


ы гости вом 


-3 Зонды для гибридизации на эт® 
кислот (НК-зонды для ГИЭРИР аж: 


по Саузерну (саузерн-блоттинг) геном. 
ную ДНК расщепляют на фрагменты, раз- 
деляют электрофорезом в агарозном геле 
переносят на мембрану и фиксируют, соз. 
давая отпечаток геля. Затем ДНК денату- 
рируют (для разделения цепей) и добав- 
ляют зонд. Зонд гибридизуется со специ- 
фической последовательностью-мишенью, 
и его положение на мембране может быть 
выявлено в виде полосы после определе- 
ния метки (рис. Д1-3.). Аналогичную про- 
цедуру можно использовать для иденти- 
фикации специфических молекул РНК в 


{ манию а 


износ вон: 
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смесях после электрофоретического разде- 
ления последних (нозерн-блот-гибриди- 
зация) или в образцах тканей, зародышах 
или эксплантатах 17 5Йи (гибридизация 
Ни). Гибридизация используется также 
для идентификации клонов при скрининге 
библиотек (гибридизация на колониях 
или фаговых бляшках). 


зование чувствительного к радиоактивному 
излучению экрана). Однако радиоактивные 
метки постепенно вытесняются нерадиоактив- 
ными, такими как флуорофоры, ферменты, 
которые можно детектировать колориметри- 
ческими методами, флуоресцентные субстра- 
ты или гаптены (которые можно определять с 
помощью антител). Какая бы метка ни ис- 


Традиционно в ДНК- и РНК-зонды ВВОДЯТ пользовалась, процедура ее введения подра- 
радиоактивную метку, которую детектируют зумевает синтез ДНК или РНК с участием нук- 
радиоавтографией (накладывание чувстви- леотидных аналогов или реакцию концевого 
тельнои к радиоактивному излучению пленки) мечения под действием ДНК-модифицирую- 
или с помощью «фосфоимиджера» (исполь- щих ферментов (дополнение 1-1). 


Методы био- 
информатики Последовательность -— Структура Взаимодействия 


Внесение | Приобретение 
НИЙ Потеря функции к Функция «= функции 


Прямые . Биохимическая 
и непрямые Экспрессия — Локализация Взаимодействия акивность 
доказательства : 


Рис. 1-4 Выбор подходов к всестороннему исследованию функции гена. С помощью ком- 
пьютерных программ можно анализировать последовательности и высшие структуры 
белков и предсказывать взаимодействия последних на основании структурных данных. 
Кроме того, можно высказывать предположения относительно возможных функций, 
опираясь на информацию, имеющуюся для родственных структур. Функции можно уста- 
навливать непосредственно путем введения мутаций или интерференции, что вызывает 
п | или по данным суперэкспрессии/эктопической экспрессии, что приво- 


ню функции. Дополнительные данные могут быть получены из экспе- 
о экспрессии мРНК/белка, локализации белка, а также в результате прямого 
го изучения белковых взаимодействий и биохимической активности. 


детально описаны в гл. 0: 
м ипокунярном и клеточном уровнях, а также помогают 
ексы или метаболические пути. 
ии гена или активности продукта. Если ген кло- 
шаги могут включать направленный мутагенез 
у Г ния экспрессии или ак- 
которые могут быть ис- 
‘случайный мута- 


функци Г} 
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мутантного варианта белка, который более активен, чем нормальный, т 

| кие методы дают возможность выяснить функцию гена на Уровне клетки е 

| всего организма в целом, а также позволяют создавать модели человече. 

ских заболеваний на клетках и животных. | 
| . Анализ белковой структуры. Если известна структура кодируемого ть. 

| ном белка, то можно моделировать его взаимодействия с другими белками 

| 

] и малыми молекулами. 


|} От рекомбинантной ДНК к молекулярной медицине 


Первые успехи в медицине, достигнутые благодаря появлению методов 
|} рекомбинантных ДНК, были связаны с выделением и характеристикой 
| индивидуальных генов, важных с медицинской точки зрения, т. е. генов, 

| ответственных за возникновение человеческих болезней, родственных им 
| генов животных и генов патогенных организмов. Это привело не только к 

| существенному возрастанию наших фундаментальных знаний о молеку- 
| лярных основах болезней человека, но и способствовало развитию новой 

| области медицины — молекулярной медицины, где методы рекомбинант- 
ных ДНК широко используются для профилактики, диагностики и лече- 
ния болезней. Вокруг молекулярной медицины выросла вся современная 


биотехнологическая промышленность и несколько ее ключевых областей, 
обсуждаемых ниже. 


Использование ДНК-последовательностей в качестве 
инструментов диагностики 


Одно из первых приложений методов рекомбинантных ДНК в ме- 
дицине — использование ДНК-последовательностей в качестве инст- 
‚рументов диагностики. Как и в случае выделения генов из библиотек 
клонов, зонды и ПЦР-праймеры могут быть использованы для детек- 

льностей ДНК, связанных с заболеванием. Очень 

собходимости дожидаться проявления симптомов 
‘следственные заболевания можно определять 

о развития — путем отбора ворсинок хорио- 
томов (в с; ей с поздним про- 

) г гично, методы 

для обнару- 
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Та. о 
дин из первых п 
ии - ве ти римеров ДНК-диагностики — определение методом 
Че. ое лезней, связанных с дефектами гемоглобина, известных 
были вчи нопатии. Как уже упоминалось выше, глобиновые гены 
ть. сле первых клонированных генов человека благодаря обилию их 


. Саузерну с геномной ДНК, полученной 
от здоровых людей и от больных, страдающих различного рода гемоглоби- 
нопатиями. Это позволило выявить изменения в расположении полос 
ДНК, специфического для той или иной болезни. 


ге Некоторые мутации, вызывающие заболевание, приводят к появлению 
или исчезновению сайта рестрикции, благодаря чему с помощью саузерн- 
в блот-гибридизации можно сразу диагностировать болезнь. Это имеет ме- 
ой сто в случае серповидноклеточной анемии, которая вызывается точковой 
ов, мутацией в В-глобиновом гене. Мутация нарушает сайт узнавания эндо- 
им нуклеазы рестрикции МУЙТ, что позволяет идентифицировать больных 
у серповидноклеточной анемией (и носителей дефекта) по наличию не- 
обычно длинных рестрикционных фрагментов при разрезании ДНК фер- 
д ментом М$И1 (рис. 1-5). В других случаях отсутствуют один или более ре- 
ой стрикционных фрагментов, причем сходные результаты наблюдаются для 
г различных эндонуклеаз рестрикции. Это предполагает наличие крупной 
Са делеции (например, при талассемии) (рис. 1-56). 
Ая Лишь немногие болезни можно диагностировать на основе точковых 
й, мутаций, которые меняют сайты рестрикции, поэтому рестрикционный 
анализ не является обязательным для детекции мутаций. Если удается 
идентифицировать точковую мутацию, вызывающую болезнь, то могут 
быть получены синтетические олигонуклеотиды, соответствующие по 
структуре нормальной и мутантной последовательности. Эти аллель-спе- 
цифические олигонуклеотиды (АСО) можно использовать двумя способа- 
ми. С помощью более длинных АСО можно проводить аллель-специфи- 
Я 5-54 ческую гибридизацию, при которой АСО метят и гибридизуют, причем 
К: к +4 вия 1 ав таким образом, чтобы образовывались только со- 


_ условия под 


ые ‘комплексы (не содержащие неспаренных оснований) между 
гонуклеотидами и соответствующей геномной ДНК. Другой 

использование более коротких АСО в качестве 
‘для аллель-специфической ПЦР. В этом случае последний 
пр а выбирается в качестве дискриминирующего, по- 
дит удлинения праймера, если 3'-концевой нуклео- 


паренным (рис. 1-6). мо». 


| 1.3 тыс. п. н. 
| МИ _№$ 5/5 м вт 


1.3 тыс. п. н. 


1 тыс. п. н. 


Е Рис. 1-5 Использование последовательностей ДНК для диагностики. а — диагностика 
И заболевания путем анализа точковых мутаций, меняющих число сайтов рестрикции, 
| на примере серповидноклеточной анемии. Вверху — ген В-глобина человека (более 
светлый участок — кодирующий район, а более темный — первый интрон). Вертикаль- 

ными стрелками показаны сайты рестрикции для фермента М5ИТ. У нормальных ин- 

дивидуумов имеется три сайта, и зонд выявляет фрагмент геномной ДНК размером 
1,1 тыс. п. н. Мутация (*), ответственная за возникновение болезни, разрушает цен- 
тральный сайт рестрикции, так что зонд детектирует другой фрагмент длиной 
1,3 тыс. п. н. Внизу — результаты саузерн-блоттинга для ДНК, полученной из нормаль- 
ных (М/М), гетерозиготных (М№/5) и больных серповидноклеточной анемией ($/$) ин- 
дивидуумов. Стрелкой указано направление движения ДНК при электрофорезе. Отме- 
ТИМ сходство этого метода с методом определения ПДРФ (см. с. 44); б — диагностика 
болезни путем выявления делеций, приводящих к исчезновению рестрикционных 
фрагментов. Вверху — В-глобиновый кластер с идентифицированными генами и псев- 
_ догенами. Вертикальными стрелками показаны сайты рестрикции ЕсоВ] в генах В-гло- 
о бина и б-глобина. Внизу — результаты блот-гибридизации по Саузерну. В случае ДНК 
*яфы О НЕВУУМОВ (№) зонд на основе кДНК В-глобина (отрезок на схеме) по- 
к ры фрагментов, поскольку в не очень жестких условиях 
г я с -глобиновым геном. У инди- 
в тена делетированы, и гибридизация с 
. нтами ДНК, находящимися между внешними сайтами 
у на геле. Тот же результат можно ожидать и с дру- 
апример Ник ИИ. Отметим сходство этого метода с 
“тивслучае рака (см.с. 153) 


д 


р 
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Однако в медицине первостепенное значение применения экспрессион- 


ных технологий связано с производством рекомбинантных белков для 
терапевтических целей. 


Человеческие белки как лекарственные препараты 


Синтез терапевтических белков — одно из первых применений техно- 
логии рекомбинантных ДНК в коммерческих целях, причем первона- 
чальными продуктами были простые белки, в частности человеческие 
гормон роста и инсулин, потребность в которых была чрезвычайно вели- 
ка, а природный источник не удовлетворял нужным требованиям. Во 
многих случаях аутентичный продукт приходилось выделять из трупов 
или животных, что было сопряжено с риском заражения патогенами. 
Например, у некоторых детей, которых лечили гормоном роста, выде- 
ленным из гипофиза умерших людей, впоследствии развивалась болезнь 
Крейцфельда-—Якоба, а у многих пациентов, которым вводили компо- 
ненты человеческой крови, впоследствии проявлялся гепатит или ВИЧ- 
инфекция. 

Первые рекомбинантные белки были получены в бактериях в конце 
1970-х годов, и до сих пор крупномасштабная ферментация бактерий 
широко используется в биотехнологическом производстве. Однако этот 
подход пригоден только для простых белков, поскольку в бактериях от- 
сутствуют многие виды посттрансляционной модификации, включая 
тликозилирование. Поэтому для получения сложных гликопротеинов 
потребовались другие системы. Были достигнуты некоторые успехи с 
‚использованием дрожжей и клеток насекомых, однако гликановые 
(олигосахаридные) цепи, присоединяемые при этом к рекомбинантным 

о  белкам, радикально отличаются от тех, что производят клетки млеко- 
— питающих. Поэтому многие сложные рекомбинантные белки человека 
_ производят при крупномасштабном культивировании клеток млекопи- 


_ тающих. Поскольку это очень дорого, разрабатываются альтернативные 
в тех | ‹ все большую популярность приобретает использова- 


. и растений. Эта проблема более детально 


ТУЧ 


КА 


‹цинации имеет 
б г., когда Эд- 

еспечив ему 
ным виру- 


в... 


| беркулеза), а также 
| ны против кори, паротита, краснухи, туоерку “Убитые 
| 


когла сам патоген убит и боль 


вированные), Т. ©., 
вакцины» (инактивир нему может стимулировать отв 


не способен к ин 


иммунной системы. 
| Е аению, с использованием описанных выше методов невоз. 


можно создать вакцины против всех наиболее распространенных болез. 
ней, поэтому требуются другие подходы. Альтернативной стратегией 
является использование рекомбинантных субъединичных вакцин. При 
| этом эспрессируется ген одного специфического поверхностного белка 
| патогена, и этот белок затем используется в качестве вакцины. Совре- 
| менные вакцины против гепатита В и гриппа представляют собой бел- 
| ковые субъединицы, продуцируемые в дрожжах. Поскольку эти инерт- 
ные субъединицы не размножаются в вакцинированном организме, то 
не способны вызывать эффективный клеточный иммунный ответ. Что- 
| ‚ бы добиться желаемой эффективности, гетерологичные антигены экс- 
| прессируют в аттенуированных бактериях и вирусах и используют как 
| суррогатные живые вакцины. Например, вирус коровьей оспы был ис- 
| пользован для экспрессии широкого набора белков различных патоге- 
нов, включая гликопротеин вируса бешенства, что позволило искоре- 
нить бешенство в некоторых регионах Европы. Недавно генетически 
измененные растения начали использовать для получения оральных 
вакцин, которые можно назначать путем непосредственного употребле- 
ния в пищу растительного материала или после его минимальной обра- 
ботки. Вакцины будут обсуждаться далее в гл. 3. 


фекции, но по-преж 


Особый статус рекомбинантных антител 


: Антитела связываются с антигенами-мишенями с высокой специ- 

В фичностью и поэтому используются в молекулярной биологии для де- 
, пк количественого определения и очистки белков. В медицине 
р яются для профилактики, диагностики и лечения 6б0- 

р, антитела против поверхностного адгезина (белка 
‘из тш!ат!з, обитающего в ротовой полости) исполь- 
ты ен разрушения зубов, а антите- 
ют специфические опухолевые антигены, могут ис- 
диагностики и лечения рака. Трал 
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› как в случае фагового д 
исплея. Рекомбин 
антитела обсуждаются в гл. 6. неезни о 


Генная медицина 


Так уж сложилось, что ДНК-последовательности использовались в ди- 
агностике болезней, а белки И другие «низкомолекулярные» препараты — 
для лечения или предотвращения заболевания. Однако это разграничение 
постепенно исчезает по мере развития новых методов терапии, известных 
под общим названием генной медицины (см. гл. 8). Один из методов ген- 
ной медицины — генная терапия, которая подразумевает введение фраг- 
ментов ДНК в клетки человека # уйго или т уло с целью лечения и на- 
дежного вылечивания заболевания. В большинстве случаев генная тера- 
пия нацелена на болезни, вызываемые мутациями в человеческих генах 
(наследственные болезни, рак) и, в идеале, предназначена для изменения 
тенома и обеспечения полного излечения. В отличие от обычных ле- 
карств, приводящих лишь к облегчению симптомов болезни, «терапевти- 
ческая» ДНК «наделена» способностью бороться с причиной заболевания 
путем исправления или компенсации самих мутаций. Другие методы ген- 
ной медицины имеют сходства с традиционным медикаментозным лече- 
нием; при этом для блокирования экспрессии определенных мутантных 
тенов при лечении рака или инфекционных заболеваний используют син- 
тетические олигонуклеотиды, рибозимы, а также недавно обнаруженное 
явление РНК-интерференции. Например, в настоящее время осуществля- 
’ется несколько генно-терапевтических испытаний, разрабатывающих 

° стратегию борьбы с ВИЧ-инфекцией. 

’ Особое направление генной медицины — ДНК-вакцинация. ДНК- 
® вакцины представляют собой составы, содержащие ген, соответствую- 
— щий антигену патогенного организма. В результате экспрессии такого 
^^ тенавч овеческом организме образуется антиген, который Индуци- 
| чный ответ, обеспечивая защиту от возможных последую- 
ций. Такой подход чрезвычайно перспективен, так как 
‘стратегия может быть использована для получения вак- 
; многих болезней; кроме того, таким путем можно ожи- 
ния вакцин против вновь обнаруживаемых патоге- 
лцество заключается в том, что ДНК легче хра- 
‚ чем белки.  — 

коду Но. 


я" тт 


И = Я 


5 = 


32  Глава1 р 
| я. Из этических соображений 
| длЯ функционального тестировани серн р ить 
| к енты невозможно проводить с ге ‚ однако мод. 
| а В ровть болезнь путем имитации эффектов патогенных мутаций 

но моде , 
человека у Животных. и 
изучении молекулярных © 
рования новых лекарств до 


Модельные эксперименты можно использовать при 


снов болезни и (что очень важно) в целях тести. 


начала клинических испытаний на человеке, 
Млекопитающие использовались В качестве —. Зе длЯ моде. 
лирования болезней человека на протяжении многи ивы 3 недавнего 
времени этот подход базировался на выявлении спонта мутантов или 
скрининге популяций, подвергшихся мутагенному воздействию, для 
идентификации особей с фенотипом, похожим на интересующее заболе- 
вание (патологическим фенотипом). Технология рекомбинатных ДНК в 
сочетании с развивающейся технологией переноса генов млекопитающих 
позволила создавать точные копии человеческих патогенных мутаций пу- 
тем интеграции доминантных плохо функционирующих трансгенов или 
И замены эндогенного гена нефункциональной копией; этот метод обычно 
|| называется методом «генного нокаута». Совсем недавно появилась воЗ- у 
| можность моделировать на мышах более сложные заболевания путем од- 
новременного введения мутаций в два или более генов. 


Влияние геномики на медицину 


Революционная технология рекомбинантных ДНК обеспечила нас ин- 
струментарием и методами, позволяющими выделять и охарактеризовы- 
а гены, однако этот подход имеет два существенных 
И о поиск генов — чрезвычайно трудоемкая и доро- 

В Е это поддерживает редукционистский подход 
ниже Е ваниях, хотя хорошо известно, что гены не 
. от В ПВбЕОЙЕстВе, Тысячи генов должны работать вместе, 


_ чтобы коорд В 
ность всех биологических процессов, проте- 


Юн вечес И 
их В лОЗАЧВКОМ Или любом другом организме. Вторая современ- 
революция, призвана преодолеть эти 
итие нового холистического подхода, при 
пруется большое число генов и их продук- 


Лиз 
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о асл я р 
И О обкикты ДНК Зем 
п 
ать пр анализировали с целью обнаружения в и носи 
‹ : в задач необходимы были новые технические решения во всех 
овеке ое СИА впечатляющие успехи были достигнуты в области ав- 
Моде. енирования ДНК, что позволило 1000-кратно увеличить 
вне скорость получения данных по сравнению с уровнем 1980-х годов. Стиму- 
ов С лом для технологических нововведений служила конкуренция со стороны 
З- частных компаний. В период выполнения проекта «Геном человека» па- 
або, раллельно были секвенированы геномы многих бактерий и некоторых эу- 
ДНК . кариот, среди которых оказались геномы многих патогенных микроорга- 
к низмов и ряда важных модельных организмов, удобных для проведения 
Е" ь экспериментов, таких как плодовая мушка ( гозорйЙа теаповаз!ег), червь 
| аи (Саепотнаб4 я @[евапз) и пекарские дрожжи (бассйагот 'усеу сегеу!- 
=. зе). Мы не будем здесь рассматривать методологию геномного картиро- 
Ю вания и секвенирования, так как это подробно будет рассмотрено в гл. 2. 
Ъ ВОЗ- Продуктом первого этапа реализации проекта «Геном человека» стала 
ем од- первая черновая версия последовательности генома с аннотированием 


(описанием) большого числа генов (транскрипционная карта). Транскрип- 
ционная карта — наиболее важный для медицины результат проекта «Ге- 
ном человека», поскольку при дальнейшем усовершенствовании методов 
работы это может обеспечить доступ ко всем генам человека. Таким обра- 
зом, если первым достижением технологии рекомбинантных ДНК считает- 

ся доступность отдельных генов‘человека, то первым достижением геноми- 

ки стала доступность всех генов. Транскрипционная карта позволяет увели- 

®— _ чить скорость выявления генов, связанных с болезнью, поскольку теперь 
° нет необходимости разрабатывать изошренные стратегии их клонирования. 
Позиционное клонирование выходит из употребления, поскольку теперь, 
_ как только ген болезни картирован в определенном районе генома, сразу 
® можно внимательно обследовать транскрипционную карту с целью обнару- 
ения в этом районе генов-кандидатов для выявления их связи с болезнью. 
®— Помимо крупномасштабных методов выделения генов геномная рево- 
‘люция обеспечила также крупномасштабные методы функционального 
. Действительно, невозможно говорить о геномике, не используя 
т ия как «широкомасштабный», «высокопроизводитель- 

ь плелизм», при описании методов эксперимента. 

ологии — в предельном увеличении производ- 


и и множественной параллелизации. 

‹оротко, . е детально обсу- 
ить список, 
ВУ 


экс- 


О 


условий на профили генной 


зличных 
ное влияние Ра 
бъединить гены В экспрессионные классы ше 


нэкспрессия) и выявить дифференциально экс. 


показать глобаль 
экспрессии, помогает о 
сходству экспрессии (си 


| прессирующиеся гены. 
. Анализ белковой экспрессии. 


ерный гель 
разрешения, такие как двум у 
зованы для Ы фракционирования сложных белковых смесей, а масс-спек. 


трометрия — для быстрой и точной идентификации индивидуальных бел. 
ков. Можно проанализировать и сравнить экспрессию тысяч белков из 


различных образнов. 
. Анализ белковых взаим 
технологии, такие как фаговый д 


матчи 


Методы разделения белков Высоко 
электрофорез, могут быть исполь. 


одействий. Новые высокопроизводительные 
исплей, дрожжевая двугибридная систе- 


ма и масс-спектрометрический анализ белковых комплексов, позволяютв 
широком масштабе провести систематизацию взаимодействующих бел- 
ков. Можно составить карты белковых взаимодействий для целых клеток. 
. Изменение характера экспрессии или активности генов. Широко- 
масштабный мутагенез может быть использован для генерации популя- 
ций со случайными или направленными мутациями в каждом отдельном 
тене. Аналогично, РНК-интерференция может быть использована в круп- 
номасштабном объеме для систематической инактивации всех генов в ге- 
номе. Если методы мутагенеза могут быть приложены только к модель- 
ным организмам, то РНК-интерференция может использоваться и в чело- 
веческих клетках. 
". х Анализ белковой структуры. С целью определения структуры многих 
фак инициированы широкомасштабные программы по «структурной 
нь. надежда, что будут определены структуры представителей 
ке ‚= ‘белковых семейств для того, чтобы увеличить скорость, с которой бу- 
чазазтую ии функции генов. 
{ЕВ _ Успехи В ласти г 
умных” * “= биоинформатики (использование компьютерных тех 
й для обработки биологических данных) е- 
я идут в ногу с достиж 
области геномики поскольку т 
мени Е олько компьютеры способны 
И == данных, предоставляемые крупномас- 
ентами по геномике. Один из наиболее существен” 
форматика. я ‚ внесла в анализ последовательностей, ч10 


м 


Би 
отехнология и геномика. Медицинский аспект 35 


важная роль био 

р се ини — представление данных в легкодоступ- 

нению информации. К. иде, что способствует быстрому распростра- 
:. - ак мы увидим, некоторые базы данных уже сде- 

лали реальный вклад в наше понимание молекулярных механизмов за- 

болевания, и это окажет огромное влияние на развитие новых методов 

лечения. Один из примеров 


— проект «Анатомия генома рака 
Сепоте Апаюту Ргодес(), цел рака» (Сапсег 


ь которого собрать данные по экспрессии и 
функционированию генов при всех формах рака. 


Новая молекулярная медицина 


Потенциальная доступность всех генов болезней человека, а также ге- 
нов патогенных микроорганизмов, ответственных за инфекционные забо- 
левания, по-видимому, дает существенный импульс для разработки новых 
лекарственных препаратов. Большинство имеющихся в настоящее время 
лекарств взаимодействуют с относительно малым набором (500 или около 
того) белков-мишеней в организме человека. В геноме человека имеется 
около 30 тыс. генов, и многие из них потенциально являются новыми ми- 
шенями для лекарств. Поэтому функциональный анализ этих генов и 
структурный анализ их продуктов могли бы привести в ближайшие деся- 
тилетия к бурному росту числа разрабатываемых лекарств. Более того, 

® растущее признание важности консервативных молекулярных путей и 
‚ тенденция белков функционировать в составе больших комплексов по- 
р у зволит отбирать ключевые регуляторные молекулы в качестве лекарствен- 
ных мишеней. Фармацевтические компании не будут медлить с использо- 
_  ванием тех возможностей, которые предоставляет геномика; мы обсудим 
о есс создания лекарств в гл. п. 
о Другой аспект геномики, который, вероятно, должен иметь большое 
влияние на медицину, — анализ вариабельности ДНК человека. Ранее 
клали использование ДНК-последовательностей в качестве ин- 
ов диагностики для идентификации особых вариаций в после- 
остях ДНК, ассоциированных с болезнью. Совсем недавно 
снованные на тех же принципах, были модернизированы и 
З для проведения высокопроизводительного анали- 
ях полиморфизмов (ОНП, $МР). В отличие от точко- 
вающих болезнь, ОНП — это обычные широко рас- 
‚уляции варианты нуклеотидных замен. Хотя они 
орые х, как полагают, вносят 
ость к болезни или к 
м как индивидуаль- 
ения проекта 
на система- 


36 Глава 1 
пеплены и имеют тенденцию наследоваться как едина 

зможность точно установить те генетичес. 
еляют нашу предрасположенность к такиц 
как астма и диабет (см. гл. 4). Станет воз. 
ческие варианты, определяющие 
т путь к персонализированной ме. 
бенности пациентов (см. гл. 7), 


которые тесно с 
труппа. Впервые появится во 
кие варианты, которые опред 
распространенным болезням, 
можным идентифицировать генети 
наш ответ на лекарства, что открывае 


дицине, учитывающей генетические осо : 
Однако мы должны остерегаться злоупотребления генетической инфор- 


мацией, получаемой в рамках проекта «Геном человека» и связанных с 
ним программ. Значительная часть бюджета, выделенного на этот про- 
ект, была направлена на решение сопровождающих эти исследования 
социальных, правовых и этических проблем с целью сохранить в тайне 

имена тех, кто предоставил свою ДНК для исследований, а также пре- 
пятствовать использованию данных генетического анализа для дискри- 
минации отдельных личностей или этнических групп. 


| Об этой книге 


| 
| | Цель этой книги — дать широкую и всестороннюю оценку того, как 
технология рекомбинантных ДНК и геномики используется в медицине. 
В следующей главе изложены принципы геномики во всех деталях, доста- 
точных для того, чтобы читатель понял материал, представленный в по- 
следующих главах. В гл. 3—5 обсуждается роль рекомбинантных ДНК иге- 
номного анализа в диагностике, лечении и предотвращении инфекцион- 
ных заболеваний, наследственных болезней и рака. Последующие три 
тлавы посвящены новым методам терапии и современной стратегии раз- 
_ работки лекарств. Композиция книги схематически приведена на рис. 1-7. 


смев. 


Болезни 
=== Аа р ны р Профилактика, Развитие 
3 Даже АЬГ + диагностика, биотехнологи- 
Е терапия ческих методов 
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Дополнительная литература 


В 


РОСМ: Глава 1 знакомит с общими представлениями о технологии рекомбинантных 
ДНК и историей биотехнологической промышленности. В гл. 2 описаны основные методы, а 
в гл. 3—6 более детально обсуждаются векторы и стратегии клонирования. В гл. 14 есть разде- 
лы, посвященные использованию технологии рекомбинантных ДНК в медицине. 

РОСА: Глава 1 знакомит с геномикой и некоторыми аспектами ее применения. В тл. 12 
есть разделы, посвященные применению геномики в медицине. 


Две полезные статьи, посвященные роли геномики в молекулярной медицине (первая — 
краткий обзор, а вторая — более глубокий): 

УИШапаз $7, Нау\мага МК (2001) Тве ппраси оЁ ‘Ве Нитап Сепоше Ргодес! оп те@са! зепе- 
$. Ттепёу Мо! Меа 7, 229—231. 

Уазро М-1. (2001) Такше а мпсйопа! хепопис$ арргоасв т тоесшаг тефсше. Туепз Мо! 
Меа 7, 494—502. 


Статья, демонстрирующая исчерпывающим образом роль микробной геномики в разра- 
ботке новых способов борьбы с инфекционными заболеваниями: 

\Мтеп В\ (2000) Мисгоыа! зеацепстя: шуер ($ шо упШепсе, воз адариацоп ап еуоаНоп. 
Машге Кеу Сепе! 1, 30—38. 
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Основные принципы геномики 
О 


И Введение 


| 

В предыдущей главе мы проследили историю молекулярной медицины с 
| момента ее возникновения в результате открытия революционной техноло- 
| гии рекомбинантных ДНК и до наших дней, а также коротко обсудили неко- 
| торые аспекты возможного использования достижений геномики в науке и 
|| медицине. На данном этапе просматриваются огромные перспективы в этой 
| области. Практически мы уже располагаем полной последовательностью че- 
ловеческого генома и имеем потенциальный доступ к каждому из генов. Это 
дает поистине беспрецедентные возможности для глобальных и системати- 
ческих исследований биологии человека, как в норме, так и при болезни. Та- 
кие же возможности к познанию открыты и в случае большого числа других 
организмов, представляющих интерес с медицинской точки зрения, включая 
наиболее важные патогенные микроорганизмы (табл. 2-1). В настоящее вре- 
мя основные медицинские исследования направлены на систематическую 
функциональную оценку генов и выяснение метаболических путей и генных 
сетей, в которых они участвуют. Полное понимание того, как гены функцио- 
нируют и взаимодействуют, обеспечивая координацию основных биологиче- 
ских процессов, которые делают человека здоровым, может открыть широ- 
кий простор для развития новых методов терапии. В этой главе мы рассмот- 
рим научные достижения, которые вывели нас на современный уровень, и 
обсудим некоторые развивающиеся геномные технологии, которые могут 
‚06 : новые прорывы в области ме 


тн 
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Таблица 2- 
аблица 2-1 Секвенированные геномы некоторых патогенных организмов 


м | (бактерий и простейших) 

Патоген 
Болезнь Размер генома (Мб) 

Вас|из ап гас!5 Сибирская язва 45 

3 Вогавео реиз55 Коклюш 3,88 
Воге!а Бигадотет Болезнь Лайма 0,95 
НейсоБасег руо" Язва желудка 1,67 
[ертап/а та/ог Лейшманиоз 33,6 
МусоБасепит (ергае Проказа 2,8 
Мусобачепит шБегси/о$!5 Туберкулез 4,4 
Р/азтод!ит 1а/брагит Малярия 23 

ЦИНЫ ( > } за 
Етссе$а ргоухагеки т 

ХНОЛО- и , Ч: И 

А НеКо. 5а/топе!а {ур Тифоидная лихорадка 4,5 

гауке и Теропета ра/Маит Сифилис Ч 

В ЭТОЙ Пурапозота Бгисе! Сонная болезнь 54 

—.- МБпо спо[егае Холера 25 

Мати | Уегзй а рези Чума АВ 

ги. Т#- 

друге | что требуется огромная подготовительная работа до того, как начнется фак- 

ЛЮЧИЯ тическое секвенирование, и что в дополнение к человеческому (в качестве 

о | 


пилотных проектов для апробирования новых технологий) необходимо сек- 
_ венировать геномы пяти модельных организмов (дополнение 2-2). Одна из 


стала ассоциироваться с любой формой ши- 
рокомасштабного, высокопроизводительно- 
го биологического анализа и дала начало 
целому ряду производных терминов. Функ- 
циональная геномика означает любой 
систематический подход к анализу функции 
гена; многие технологии функциональной 


_ геномики обсуждаются в этой главе. Транс- 
т 


Дополнен 
первоначальные задачи 


т | (бактерия) ОгозорВЙа Я (плодовая муше) 
ЕвспепсНа сой (ба я ыь 
басераготусез сегемыае (дрожжи) Ми 


СаепотаБа 5 еедап$ (нематода) 


первых задач заключалась в создании генетической карты м 
тенома высокого разрешения как основы для сборки карты Д К-клонов,, 
Начинать секвенирование можно было после завершения фазы генетиче- 
ского и физического картирования. Чтобы достичь указанных в проекте 
НСР целей в заявленных временных рамках, необходимо было усовершен- 
| ствовать технологии картирования, клонирования, секвенирования и био- 
| информатики. Значительная часть первоначального бюджета проекта была 
| также направлена на решение дискусионных этических, юридических и сопи- 
| альных аспектов (ЭЮСА или от англ. ЕТ) при выполнении проекта, на- 
пример, таких как предотвращение использования полученных в рамках 
проекта данных для дискриминации отдельных лиц или групп населения 
(дополнение 2-3). 


иная 


Дополнение 2-3 Этические, юридические и социальные аспекты 
(Е!Ё$!) проекта «Геном человека» 


Еще до официального старта проекта 
«Геном человека» стало ясно, что и разра- 
батываемые пути реализации проекта, и 
получаемые в его. Радианые создадут 


ЕЕ$1 состоит в том, что они являются не- 
отьемлемой частью самого проекта, а не 
решают ретроспективные задачи. Следова- 
тельно, они направлены на предвидение 
последствий разработки новых технологий 
и поиск решения до того, как возникли 
; реальные проблемы. 
. Первоначальные цели программ Е!$!: 

* Доводить до сведения и разъяснять от- 
ие. людям и всему обществу значе- 
ие картирования и секвенирования гено- 


е проблемы. 


новые, сложные этическ 


и, 


ие, правовые и социаль- 


лиц и общественности. Такая ситуация 
способствовала разработке стратегии, ка- 
сающейся проведения генетических иссле- 
дований и коммерческого использования 
генетической информации, а также свя- 
занных с этим технологий. Некоторые из 
наиболее важных и острых вопросов отно- 
сились к сопутствующим проектам, кото- 
рые направлены на изучение генетических 
вариаций человека, т. е. проект картиро- 
вания ОНП и проект картирования гапло- 
типов. В этих случаях должна соблюдаться 
конфиденциальность в отношении инди- 
видуумов и сообществ, предоставляющих 
образцы ДНК, но при этом необходимо 
также получить их информированное со- 
гласие и обеспечить с ними постоянное 
взаимодействие. Главная причина беспо- 
койства заключается в том, что информа- 
ция о генетических вариациях может быть 
использована для дискриминации индиви- 
дуумов или групп людей при трудоустрой- 
стве, страховании или применении зако- 
нов. Программы Е!$! имели предупреди- 
тельную направленность с тем, чтобы по- 
лученные данные не повлияли на гумани- 
стические взгляды, касающиеся рас и эт- 
нической принадлежности, а также воз- 
можность предвидеть влияние технологи- 
ческих успехов и доступности генетических 
данных на целостное понимание гуманно- 
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сти. Образовательные ресурсы не только 
позволяют своевременно информировать 
общественность и высших должностных 
ЛИЦ, но также помогают ученым более ос- 
торожно представлять результаты, чтобы 
избежать их ошибочного толкования. 

Цели программ ЕЁЗ! обновляются каждые 
несколько лет; ниже приведена самая по- 
следняя версия. 

* Изучать проблемы, связанные с завер- 
шением секвенирования ДНК человека и 
исследованием генетических вариаций че- 
ловека. 

* Изучать проблемы, возникающие в свя- 
зи с интеграцией генетических технологий 
и внедрения информатизации в систему 
здравоохранения. 

* Изучать проблемы, возникающие в свя- 
зи с интеграцией знаний о геномике и о 
взаимодействиях «ген — окружающая сре- 
Да» в неклинической сфере. 

х Исследовать, как новые генетические 
знания могут взаимодействовать со множе- 
ством философских, теологических и эти- 
ческих учений 

* Исследовать, как расовые, этнические и 
социально-экономические факторы влияют 
на использование, понимание и интерпре- 
тацию генетической информации, на ис- 
пользование генетических служб и на раз- 
витие политики. 


Чтобы в полной мере оценить амбициозность технических задач НСР, 
‘достаточно напомнить, что в середине 1980-х годов, когда проект только 
^^ зад) ался, ‘можно был. ‘секвенировать около 1000 нуклеотидов в день. 
тля завершения всей работы по расшифровке генома 

ь целая армия ученых, которые бы не делали ничего, кроме 

7 рН гер, один из сторонников крупномасштаб- 

е > шутил что секвенированием должны за- 


ЗАД м 


обходимы ‹ шенно но- 
а отит аботы на 
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Глава 2 


Революция в генетическом картировании 


Генетические карты получают на основе анализа частоты рекомбинации, Е 
в случае модельных организмов их конструируют путем проведения боль. 
шого количества скрещиваний между различными мутантными линиями, 
Принцип построения генетической карты основан на том, что Чем дальше 
друг от друга находятся два локуса на хромосоме, тем больше вероятность, 
что между ними произойдет кроссинговер во время мейоза. Рекомбинант- 
ные события, возникающие в результате кроссинговера, могут быть посчи- 
таны у генетически удобных организмов, таких как ДгоорйЙа и дрожжи, 
путем поиска новых комбинаций мутантных фенотипов у потомков, полу- 
ченных в результате скрещивания. Однако этот подход не может быть ис- 
пользован для человеческой популяции, поскольку он предполагает прове- 
дение широкомасштабных экспериментов по скрещиванию между людьми 
с разными наследственными заболеваниями. Взамен этого генетические 
карты человека основываются на анализе полиморфизмов последовательно- 
стей ДНК у существующих семейных родословных (дополнение 2-4). 


Дополнение 2-4 Вариации в геноме человека 


| 

| 

| 

| 

| Используемая в рамках проекта «Ге- 
ном человека» (НСР) ДНК получена от 

12 анонимных добровольцев. Поскольку 

последовательности геномов любых двух 

неродственных человеческих индивидуу- 

мов идентичны лишь на 99,9%, то 

«правильной» последовательности не су- 

ществует. Однако именно эти различия 

(0,1% всего генома), составляющие 

около 3 млн п. н., и представляют наи- 

больший интерес, поскольку делают ка- 

` ждого из нас уникальным. Генетиче- 

ские мутации, которые вызывают на- 

| следственные заболевания, очень редки 

| У населения в целом и, следовательно, 

ВоОдяЮтли Вне ОВЫыдолю ва- 


№ => 


Типы вариаций 


Около 95% полиморфных последователь- 
ностей представлено однонуклеотидными 
полиморфизмами (ОНП), т. е. позициями 
единичных нуклеотидов, которые у одних 
людей могут быть заняты одним основани- 
ем, ау других — альтернативным. Если ОНП 
расположены внутри или вблизи генов, то 
они случайно могут иметь явный фенотипи- 
ческий эффект (например, полиморфизмы, 
влияющие на цвет волос). Однако в боль- 
шинстве случаев влияние ОНП гораздо бо- 
лее утонченное, например они могут в ма- 
лой степени, но аддитивным образом вли- 
ять на нашу предрасположенность к заболе- 
ваниям или индивидуальную реакцию на 
некоторые лекарства (см. с. 143). Большин- 
ство ОНП расположены вне генов и, по-ви- 
димому, никак себя не проявляют. Однако 


‘они, тем не менее, могут быть использова- 
__ НЫ как. 
НГ 


Некоторые 


Оставшиеся 5% полиморфизма последо- 
вательностей существует в основном в фор- 
ме полиморфизмов простых повторов 
(тр зедцепсе гереа{ роутогр— г, 
55ВР5), которые иначе называют микроса- 
теллитами. Они представляют собой корот- 
кие последовательности, повторенные раз- 
личное число раз. Наиболее распространен- 
ный вид микросателлита — СА, „, гдеп — 
число повторов (обычно 5-50). В отличие 
от ОНП, микросателлиты имеют множество 
аллелей (т. е. могут встречаться варианты с 
12 повторами, 22, 31 ит. д.), в то время 
как ОНП обычно существует в одной из 
двух альтернативных форм. Микросателли- 
ты редко встречаются внутри генов, но если 
все-таки это происходит, то в результате 
чаще всего возникает заболевание (напри- 

мер, болезнь Хантингтона). Тем не менее 
широкое распространение микросателлитов 
позволяет использовать их для получения 
карт с более высоким разрешением, чем в 
случае ПДРФ. На стадии физического карти- 

И рования в проекте «Геном человека» ис- 
>) пользовалась как основа генетическая карта, 
| полученная с помощью микросателлитных 
‘маркеров. 


ИРИ 


РЕЯ =. 


ь Изученные вариации 


_ Разнообразие характеристик человека в 
; течение многих лет использовалось в судеб- 
| ной медицине, но интерес к геномным ва- 
‘риациям начал возрастать только по мере 
проект «Геном человека» стал на- 
ть ход. Глобальные усилия для изуче- 
многообразия ДНК человека были ини- 
ны в 1991 г. при попытке начать 

азно бразие» («изменчиво 
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нома человека (НСОР) как ответвление НСР. 
Однако этот проект получил малую финан- 
совую поддержку, поскольку его первона- 
чальная цель заключалась в поиске марке- 
ров, характерных для различных этнических 
групп, с целью изучения популяционной ис- 
тории и происхождения человека. Гораздо 
большую поддержку, государственную и ча- 
стную, получили проекты по картированию 
с помощью ОНП, поскольку их результаты 
имели практическую значимость для меди- 
цинских исследований. Возможность уста- 
навливать ассоциации между ОНП и пред- 
расположенностью к заболеваниям должна 
заметно ускорить процесс выявления генов, 
ответственных за болезни, а ассоциации ме- 
жду ОНП и ответами организма на лекарст- 
венные препараты лежит в основе нового 
медицинского направления — фармакоге- 
номики, где лекарства можно было бы 
подбирать больным индивидуально, осно- 
вываясь на их генотипе (см. гл. 4). В 1999 
г. Международный консорциум по ОНП 
дал старт проекту, направленному на систе- 
матическое картирование ОНП, что позво- 
лило к 2001 г. создать карту, содержащую 
около полутора миллиона ОНП. Совсем не- 
давно было показано, что группы ОНП име- 
ют тенденцию наследоваться совместно в 
виде гаплотипных блоков с низким уров- 
нем рекомбинации внутри них. В результа- 
те, по предварительной оценке, 10 млн 
ОНП могут быть представлены в виде всего 
лишь 200 тыс. гаплотипов, что упрощает 
процесс установления их ассоциаций с за- 
болеваниями. В октябре 2001 г. стартовал 
Международный проект НарМар, имеющий 
целью картирование гаплотипов по всему 
геному. 


ка» были сконструированы генетиче- 
пользованием полиморфизма длины ре- 
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Глава 2 


1 ®- Е) 


‚©, в, ©, 
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Рис. 2-1 Полиморфизм длины рестрикционных фрагментов (ПДРФ) — варианты по- 
следовательностей, обеспечивающие появление или исчезновение сайтов рестрикции 
и меняющие таким образом длину рестрикционного фрагмента, определяемого с по- 
мощью специфического зонда. Вверху — два альтернативных аллеля, для которых дли- 
на рестрикционного фрагмента, детектируемого с помощью специфического зонда, 
варьирует в зависимости от наличия или отсутствия среднего из трех сайтов рестрик- 
ции (отмеченных вертикальными стрелками). Таким образом, аллели а и Ъ дают на 
саузерн-блотах (внизу) гибридизационные полосы, различающиеся по длине. Это дает 


_ возможность следить за аллелями в семейной родословной. Например, ребенок П.2 


НЫ копии аллеля а, по одной от каждого родителя, в то время как ребенок 
ИА ‘наследует одну копию аллеля а и одну копию аллеля Б. Отметим сходство этого ме- 


каждые 10 Мб ДНК. Прорыв в создав- 
зультате открытия новых полиморфных 


ва 
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Зонды 


1.1 1.2 11 1.2 1.3 П4 


(Рис. 2-2 Микросателлиты представляют собой варианты последовательностей, которые 
приводят к различиям вдлине рестрикционных фрагментов или ПЦР-копий из-за разни- 

цы в числе копий коротких повторяющихся последовательностей размером 1-12 п. н. 
Вверху — четыре разных аллеля, у которых длина рестрикционного фрагмента, детекти- 
руемого специфическим зондом, варьирует из-за разницы в числе тандемных повторов. 

_— Все четыре аллеля дают полосы разной длины на саузерн-блотах (внизу) или продукты 
Эмме со орла (не показано). Микросателлиты в отличие от ПДРФ характеризу- 
венным аллелизмом, что позволяет проследить точный характер наследова- 

р, в родословной мать и отец имеют аллели 6/4 и а/с соответственно (мень- 

размеру фрагменты движутся быстрее при электрофорезе). Первый ребенок П.1 


физические карты построены на ос- 
ому обеспечивают соответствующую 
еского картирования в рамках 

‹ геномной ДНК (см. гл. 1), 

ющихся клонов дикости 


Н 
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а 
ТЕГ АВ$ вставка  1ЕЧ ТЕЁ 

ТВР СЕМ 
б вставка 


Рис. 2-3 Два вектора, основанные на искусственных хромосомах, сыгравшие важней- 
шую роль в процессе реализации проекта «Геном человека». а — дрожжевая искусствен- 
ная хромосома, максимальный размер удерживаемой вставки достигает 2 Мб. ТЕГ — те- 
ломера; ТВР — селективный маркер — один из генов биосинтеза триптофана; АВ$ — 
дрожжевой сайт инициации репликации (автономно реплицирующаяся последователь- 
ность); СЕМ — последовательность, выполняющая центромерную функцию; ГЕ — се- 
лективный маркер — один изгенов биосинтеза лейцина; б — бактериальная искусствен- 
ная хромосома, максимальный размер удерживаемой вставки достигает 200 тыс. п. н. 
Сить — маркер устойчивости к антибиотику; о1$/терЕ — последовательности, необхо- 
димые для репликации; рагА/рагВ — последовательности, необходимые для регуляции 
числа копий вектора. Стрелками указаны промоторы для РНК-полимераз ТЗ и ТТ, кото- 
_ рые используются для получения меченых зондов, соответствующих концевым после- 
довательностям вставки. 
о Е ы +. 
ЗОРИ лытееамтьх С 
ЕР ИЗЮМ пуль 9” за 
® Скрининг сотен тысяч космидных клонов, появилась насущная потреб- 
о. 2-я рений ни больших вставок, которые уменьши- 
ое ВЯ вобходимо также ‘было разработать новые подхо- 
перекрывающихся фрагментов и сборке контигов на 


<" Ид еАтныйя 


ы 
`. 2-3). Первыми такими векто- 
(УАС$з), способные не- 
сть уменьшала число 
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Были разработаны различные мето 
контиги; все они подразумевают выя 
гающими друг к другу клонами. 

* «Прогулка по хромосоме». Метод был широко использован для позици- 

й онного клонирования (см. с. 23) и включает последовательное использова- 
| ние клонированных фрагментов в качестве гибридизационных зондов для 
| идентификации перекрывающихся фрагментов (см. рис. 1-3). В другом вари- | 
й анте: концевые последовательности каждого клонированного фрагмента мо- 
гут быть использованы для конструирования пары праймеров, и тогда пере- | 
крывающиеся ДНК-клоны могут быть обнаружены с помощью ПЦР. | 
* Фингерпринтирование с помощью ферментов рестрикции. Метод вклю- 
чает расщепление клонированных фрагментов наборами ферментов рест- 
рикции. Два перекрывающихся ДНК-клона имеют существенное число 
идентичных рестрикционных фрагментов. Обычно наблюдаемая картина 
достаточно сложна и должна быть интерпретирована с помощью компью- 
терной обработки (рис. 2-4). 


ды (см. ниже) сборки ДНК-клонов в 
вление перекрываний между приле- 


а н Н 


С оЕНВНЕННЕ 


ем 


1) расщепление Нма Ш 


(2) обратная транскриптаза + АТР [35$] 


[0:7 ия * О Венор 


о: 


| расшепление 5аи ЗА 


еее а 
з вер: мые 
атсар то ФАиС 


Дополнение 2-5 Опорна 


Специфические маркерные последова- 
тельности (55 — от англ.) — уникальные 
последовательности генома длинои 
100-200 п. н., легко детектируемые с по- 
мощью ПЦР. Опорная (реперная) физиче- 
ская карта генома человека была опубли- 
кована в 1995 г. и включала 15000 $Т5- 
маркеров, расстояние между которыми в 
среднем составляло около 200 тыс. п. н. 
Карта была использована как основа для 
сборки контигов фрагментов из ВАС- и 
РАС-клонов, а также для выявления пере- 
крывающихся участков между соседними 
ДНК-клонами. Как получают 5Т5-маркеры и 
каким образом создают карту? 

Существует три основных источника $Т5- 
маркеров: 

* Некоторые микросателлитные маркеры 
были извлечены из генетической карты. 
Микросателлиты могут использоваться как 
5Т5-маркеры лишь в том случае, если по- 
мимо повторяющейся последовательности, 
они содержат какую-нибудь уникальную 
последовательность. 

* Случайное секвенирование клонов из 
библиотек кДНК дает частичные последо- 
вательности кДНК, известные как маркеры 
экспрессируемых последовательностей 
(Е5Т$ — от англ. Ехргеззе4 зедиепсе {ад$). 
Они могут быть использованы как $Т5-мар- 
керы в том случае, если соответствуют уни- 
калы не семействам генов). 


-маркеры по происхож- 
ся уникаль+ 


Фа 


‚ Ми). 
го удаляются поврежденные человеческие 
хромосомы. 


аа 


т 


Клетка 
грызуна 


Облученная 
клетка 
человека 


ре а О и не 


Рис. Д2-5 а — картирование с использовани- 
ем радиационных гибридов. Клетки грызуна 
(хомяка) и убитые облучением клетки чело- 
века подвергают слиянию с целью получе- 
ния гетерокарионов (клеток с двумя ядра- 
оразуется гибридное ядро, из которо- 


- В результате получается клетка 
один или несколько 
я хромосом. Могут 
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одном и том же хромосомном фрагменте, 
позволяет упорядочить маркеры (рис. Д?- 
5а). Это подтвердилось анализом на при- 
сутствие двух или более прилегающих друг 
к другу $Т5-маркеров в библиотеках на ос- 
нове вектора УАС (рис. Д2-56). 


делены (в этом случае хромосомной фраг- 
ментацией, а не кроссинговером). Следо- 
вательно, анализ множества гибридных 
я клеток с целью выявления тех маркеров, 
которые присутствуют одновременно на 


тем меньше вероятность что они будут раз- 


® 

м р оаные с помощью повторяющихся ДНК. В продолже- 

да можно провести блот-гибридизационный 
анализ по Саузерну рестрикционных фрагментов с использованием в ка- 
честве зондов широко распространенных в геноме повторяющихся после- 
довательностей, таких как А/и. Существует более миллиона копий А/и-эле- 
ментов, диспергированных по геному (одна копия на каждые 4 тыс. п. н.), 
так что типичная вставка ВАС-клона размером 100 тыс. п. н. содержат 
20—30 таких повторов. Перекрывающиеся клонированные фрагменты бу- 
дут содержать значительное количество одинаковых гибридизационных 
полос. Кроме того, может быть использован фингерпринтинг на основе 
ПЦР с применением повторяющихся ДНК. 

» ЭТ5-картирование. 5Т$ (от англ. Зедиепсе ‘азве4 зИе, маркерная по- 
следовательность, сиквенсный ярлык) — это уникальная последователь- 
ность в геноме длиной 100—200 п. н., которая легко может быть обнару- 
жена с помошью ПЦР. Если два клона имеют один и тот же $Т5-мар- 
кер, то они перекрываются и могут быть объединены в контиг. В рамках 
проекта НСР 5Т5$-картирование было наиболее ценной стратегией для 
сборки контигов, поскольку в 1995 г. была опубликована эталонная фи- 
зическая карта, содержащая 15000 $Т$-маркеров, находящихся друг от 
друга на расстоянии в среднем 200 кб (дополнение 2-5). Таким образом 
клоны, содержащие конкретные $Т$-маркеры, могут быть закреплены 


на эталонной карте с указанием их точной хромосомной локализации не 


только в связи с их отношением к другим клонам. Очень важно, что не- 


которые из $Т$-маркеров содержали полиморфные микросателлитные 
< ъности, позволяющие использовать их в качестве двойных 
керов и объединять в ‘тенетической карте. Существуют 
экспрессируемых последовательностей (ЕЗТ — от англ. 
псе 125$), получаемые из клонов кДНК и, таким образом, 

навливать положение генов Значимость маркеров 
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99 ССТААСС*С*С*А*С*САТ 
СОТАлб6* САС СОТААСС*С"С*А"С**Т"ААТ 
ССТААСС*С*С*А4С 
ка Ножи о: Вани 
"ИУ РЕИНИЕ бУВАЯЙ за 
ь ‹ С _ | Электрофорез и авторадиография 


самы рае. 


УЧ 
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дов. Следовательно, чтобы оп 
вставки в ВАС- или РАС-векто 
на более короткие фрагменты, 
обычно достигается путем сл 


ределить последовательность болыной 
ре (до 200 тыс. п. н.), ее следует разбить 
о ировать их по отдельности. Это 
в айного разрезания вставк - 
ь ты длиной 1—2 тыс. п. н. Далее все а по ни в. 
ся в компьютер, который может искать перекрывания и снова собирать 
полную последовательность исходной вставки с использованием специ- 
альной программы (алгоритма), например РНКАР Этот подход называ- 


Тр ется методом дробовика. 

В рамках проекта НСР использовался «иерархический метод дробови- 
нент ка»: одновременное секвенирование методом дробовика нескольких 
ова фрагментов из индивидуальных ВАС-клонов. Поскольку на этой стадии 


проекта каждый ВАС-клон уже был картирован физически, положение 
последовательности на эталонной физической карте могло быть опре- 
делено достаточно легко. В 1999 г. в США биотехнологическая компа- 
ния Сеега Сепопис$, финансируемая из частных фондов, предприняла 
попытки секвенировать человеческий геном с использованием альтер- 
нативного подхода — метода полногеномного дробовика. При таком под- 
ходе секвенирование методом дробовика проводили на всей геномной 
ДНК. Никакого картирования не проводилось. Вместо него использо- 


| 
"С*СЕТ вались мощные компьютеры для сборки всего генома из прочтения ко- 
*СРАТ ротких 600—700-звенных нуклеотидных последовательностей. Коорди- 
ы натор проекта Крэйг Вентер использовал в 1995 г. геномный вариант 


метода дробовика для расшифровки первого клеточного генома. Он 
подтвердил применимость этого метода для сложного эукариотического 
тенома, приняв участие в объединенном «частно-общественном» про- 
екте по секвенированию эухроматической части генома ОгозорйИа 
те!апогазиег (табл. 2-2). Метод дробовика «клон за клоном» и полноге- 
номный метод сравниваются на рис. 2-6. В целом метод «клон за кло- 
_ ном» не такой быстрый из-за необходимости предварительного карти- 


_ рования и упорядочивания ДНК-клонов, но он гораздо проще на за- 


вершающей стадии, так как иерархическая сборка последовательности 


бует больших вычислительных ресурсов. Напротив, хотя метод 
„ пля всего генома производит данные по секвенированию 
ко стадия сборки единой последовательности гораздо бо- 
‚‚ особенно из-за высокого содержания повторяющейся 
повека (рис. 2-7). Действительно, есть основания по- 
ершения первой, черновой, версии последовательно- 
ее опир на карты и данные по секвениро- 

ыы ЗР (все это было в свободном 
рственными организа- 

тное заявление о 
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Таблица 2-2 «Календарь» основных результатов проекта НСР 


Размер 


Год Организм генома 


Комментарии 


1977 Бактериофагфх174 5,38 кб 


1995 НаеторНИиз пйиепгае 


0,58 Мб 
12 Мб 


Мусор/ата депйа!ит 


1996 бассваготусез сегеиае 


Меапососсиз }аппазсВй 
1997 ЕзсрепсНа сой 


1,66 Мб 
4,7 Мб 
тер 


’ 1998 Саеповарайв @едапз 


тв 


97 Мб 
аси 

_ 2000 БгозорЬйа те/аподазег 
уп эмо , 


ЗААААХАЮ белом 


165 Мб 


125 Мб. 
3000 Мб 
= М м 


_ 400 мб 


хх 


КЕ: бчиЕНОЩЬ 


Первый секвенированный геном. 
ция возможностей метода <еквенирования 
(метод терминаторов), который преимущес. 
венно использовался в последующих геном. 
ных проектах 


Демонст, 


Первый секвенированный клеточный геном, 
первый бактериальный геном и первый чело. 
веческий патоген. Полная последовательнось 
генома была получена быстрее чем за 3 мес. 
Ца с использованием метода «дробовика» 


Самый малый известный клеточный геном 


Первый эукариотический геном, важный Мо- 
дельный организм. Вдохновляющий пример 
международного сотрудничества 


Первый геном архей 


Наиболее важный представитель бактери- 
альных моделей. Секвенирован двумя науч- 
ными группами независимо 


Первый секвенированный геном многоклеточ- 
ного организма и первый геном животного 


Модельный организм, важный для изучения 
биологии человека. В секвенировании участ- 
вовали организации, имеющие государст- 
венное и частное (Сеега) финансирование 


Первый геном растений 


Геном человека, секвенированный незави- 
‘симо государственным консорциумом НСРи 


_ компанией Сёега 


Геном представителя семейства кузовковых. 
‚малый из секвенированных геномов 
‹ содержит наименьшее коли- 
ейся ДНК; может быть по- 
кации генов человека 


ганизм млекопитаю- 
‚для изучения че- 
); секвениро- 
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= АА: 


Окончательные 
а последовательности етой 
|] СЯ <= 
аБ а [5 Г8 


Рис. 2-6 Стратегия секвенирования генома. Вверху — участок геномной ДНК длиной 2—3 
Мбссемью физическими маркерами, такими как $Т$ (уникальные последовательности), 
обозначенными вертикальными линиями. При использовании подхода «клон за клоном» 
(слева) фрагменты геномной ДНК клонируют в векторах ВАС, а затем последовательно- 
сти вставок упорядочивают путем выявления перекрывающихся областей и располагают 
на опорной физической карте с использованием маркеров. Из перекрывающихся ВАС- 
вставок собирают минимальную по размеру конструкцию, охватывающую полностью 
участок генома. Индивидуальные ВАС-вставки (слева; соответствуют маркерам а и 5) за- 
тем секвенируют методом дробовика, разбивая их на случайные фрагменты меньшего 
размера. Последовательность снова собирают с помощью компьютера и окончательную 
структуру наносят на карту. В случае использования метода дробовика для всего генома 
(справа) теномную ДНК разбивают на более мелкие фрагменты, секвенируют их ис помо- 


щью компьютера собирают полную последовательность. Для малых геномов опорная 
_ карта не нужна, а для геномов большего размера, таких как геном человека, для того, что- 


ААТАССОССАТССА 
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Дополнение 2-6 «Черновые» В® 


последов 


В опубликованных в феврале 2001 г. ый 
общениях о завершении черновых вариан 
тов последовательности генома человека 
говорилось как о грандиозном научном 
достижении. Однако последовательности 
охватывали не более 90% генома, а мно- 
гие данные требовали уточнения. Что необ- 
ходимо сделать, чтобы превратить «черно- 
вой» вариант в окончательный? 


Гетерохроматин 


Большая часть недостающей последова- 
тельности представляет собой гетерохро- 
матин — плотно упакованную ДНК, вклю- 
чающую преимущественно центромерные 
районы хромосом. Он состоит из больших 
блоков тандемных повторов, которые, как 
известно, чрезвычайно трудно клонировать. 
Вполне вероятно, что гетеромерная ДНК 
‘никогда не будет доступна и последова- 
тельность человеческого генома никогда не 
будет расшифрована полностью. Однако 
‚поскольку в гетерохроматине найдено не 
_ так уж много генов, то указанное обстоя- 

тельство скорее всего никак не повлияет на 
‚ возможность использования данных по 
_ структуре генома в медицине. | 


Пробелы 


Пробелы возникают во всех проектах по 
| секвенированию из-за ошибок выборки. 
| Можно провести аналогию с сумкой, содер- 
жащей 100 камешков, из которой ‘при слу- _ 


ом отборе каждый камешек нужно дос- 


библиотек (некоторые части генома нь 
представлены в библиотеках) и на стадии 
секвенирования (оказывается, что некото. 
рые последовательности просто не были з,. 
браны для сиквенса). Подходы к ликвида- 
ции пробелов включают использование 
множественных геномных библиотек, а тах. 


же амплификацию геномной ДНК с приме. | 


нением ПЦР-праймеров, комплементарных 
концевым участкам известных контигов, В 
«черновык» вариантах последовательноси 
генома около 50 тыс. пробелов. 


Незавершенная последовательност 


Результаты автоматического секвенирова- 
ния представляются в виде сиквенсной 
«картинки» — ряда пиков, соответствую- 
щих различным основаниям (рис. Д2-6). 
Чтобы избежать неминуемых ошибок, ках- 
дую часть генома независимо секвенируют 
8-10 раз, прежде чем объявить ее завер- 
шенной. Качество последовательности оце- 
нивается с использованием компьютерной 
программы, такой как РНВЕР, которая при- 
писывает каждому пику определенный 
«вес». Если, согласно оценке, последова- 
тельность оказывается низкого качества, ее 
отклоняют и секвенируют заново. В «черно- 
вых» вариантах генома, полученных как 
консорциумом НСР, так и компанией 


Сеега, только 25% последовательностей 
можно считать завершенными. 
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рые представляют собой функциональные компоненты генома и очень 


а важны с точки зрения медицины. 
“ С в ем ры реализации проекта НСР наибольшее внимание вызы- 
к т, ки те гены, что выражалось в высокопроизводительном (мас- 
лик м Оаркеров еЫ кДНК-клонов для создания больших коллекций 
ан, певой о ак уже упоминалось ранее, ЕЗТ — это фрагменты кДНК 
тек т п. н., полученные одноразовым секвенированием клонов, 
*. т ` случ разом выбранных из библиотек кДНК (вто время как для по- 
ен лучения окончательной версии последовательности ее секвенируют 8—10 
тит раз). Следовательно, будучи короткими и не совсем точными, ЕЗТ обеспе- 
ен чивают быстрый и недорогой путь к идентификации последовательностей 
тенов, а кроме того, они являются полезными маркерами при физическом 
картировании. Около 100 тыс. ЕЗТ-маркеров было локализовано на карте 
ель, тенома путем типирования радиационных гибридов и УАС-клонов (допол- 
о нение 2-5). Конечно, не все эти последовательности представляют собой 
венирож индивидуальные гены, и были предприняты попытки идентификации уни- 
ченой | кальных наборов генов путем комбинирования перекрывающихся ЕЗТ (на- 
тствую- пример, ОтСепе Ргоесг; Вир://Лу\м ас. пна.и1.гоу/Оп!Сепе/). Первые 
Д2-6) достаточно полные генетические карты были получены в 1996 г., и они ука- 
рок, КаХ зывали на наличие около 20—30 тыс. генов. В то время считалось, что это 
НИР очень маленькая часть каталога человеческих генов. 
ме. В 2001 г., когда стала доступна последовательность генома, ожидали 
терной обнаружения существенного числа новых генов. Но ко всеобщему удивле- 
ая при нию общее число генов оказалось гораздо меньше, чем ожидалось. По со- 
ый временным оценкам, в геноме человека около 30 тыс. генов, что лишь на 
дова- 50% больше, чем у нематод СаегпонаБ4й е!евапз. Точное число невозмож- 
ства, 2 но установить с полной уверенностью, поскольку некоторые гены трудно 
«черно идентифицировать. Ген можно предсказать, если 
‚как » существуют доказательства, что последовательность экспрессируется. 
я. _ « последовательность гомологична известному гену или ЕЗТ (либо че- 
те ловека, либо других организмов). 
последовательность содержит какой-то признак, например промо- 
эр, участок сплайсинга, участок полиаденилирования или нуклеотидную 


овательность, позволяющую предположить существование экзона. 
я поиска генов ар ий и на основании гомологии используют компь- 


Например, ген может быть предсказан неверно, если 
сильную гомологию с известным геном, 
псевдогеном (остатком нефункционирующего 
то сделано на основании последовательно- 


ке 
] 
| | 
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 Снготозоте 5 
# Оуеглем 
В раайея Мем | 


тр ло Сготовоте 5 5 


Безрия кс + 4 а ай = Я 6252 Е2Е2 си 


--==---- 


при ыы `тено 
5, 6 и еы с помощью программы 
щий она р13.2 и часть подробного 
‘может вывести на экран нижнюю 
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Существенная проблема, возникающая на посл 


вания, — представление даннь Й 
доступной форме. Проблема о Ее. 
р еее браузеров (программ просмотра). Последние 
нач а олучаемых данных и позволяют пользователю 

экране между изображениями, демонстрирующими геном с 
различным уровнем разрешения. Например, браузер ЕпзЕМВГ, (Бер: //\муим. 
етзетЫ.оте/) позволяет пользователю обозревать весь геном как набор хро- 
мосом. Наведя курсор на изображение хромосомы и кликнув, пользователь 
может выйти на конкретный субхромосомный район и последовательно уве- 
ЛИЧиИТЬ разрешение вплоть до мононуклеотидного уровня (рис. 2-8). Каждый 
хромосомный сегмент подробно описывается с указанием генов, маркеров и 
других особенностей, которые регулярно обновляются по мере поступления 
новой информации. Имеется широкая связь с внешними базами данных, ко- 
торые дают дополнительную информацию о структуре и функции генов, а 
также о родственных генах в геномах других организмов. 


едних стадиях секвениро- 


Перспективы: функциональная геномика 


Теперь мы знаем, что в человеческом геноме около 30 тыс. генов. Даль- 
нейшая задача, если говорить упрощенно, заключается в том, чтобы выяс- 
нить, что все эти гены делают (установление функций этих генов). Из- 
вестно, что наши наследственные болезни обусловлены повреждениями 
_ генов, что гены определяют реакцию нашего организма на лекарства, на 

инфекцию, вызванную патогенными микроорганизмами, и другие факто- 
_ры окружающей среды, а также то, что гены влияют на нашу предраспо- 
° ложенность к болезням (таким, как астма), которые во многом зависят от 


о внешних условий. С помощью обычных методов исследования связи 
—  «тен-болезнь» или «тен-ответ» были установлены только приблизитель- 


500 генов, и в каждом случае «путь к истине был долог и тернист». 
ю функциональной геномики является установление функции ге- 
ом масштабе с использованием новых высокопроизводитель- 
огий. Таким образом, эти технологии являются новым инстру- 
ития медицины. Глобальная задача — установить точные взаи- 
кду генами, а еще точнее, между их белковыми продуктами, 


ель 
а 


в ши 


‘лекарства. То же самое спра- 
ных м а . Чем 


це 
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последовательностей. Сравнительная геномика 
можность получать информацию о функции тена ь. 
Компьютерные программы, используемыь 
НК, обычно имеют подпрограммы, с по. 


Сравнение 


Существует воз 
проведения экспериментов. 


| омной Д 
для поиска генов В ген 
| мощью которых можно попытаться выявить последовательности, соот. 


| ветствующие известным генам, по принципу поиска сходства. Эти про. 
граммы используют базы данных последовательностеи, которые являются 
| универсальными хранилищами генетической. информации. Значимость 
| таких баз данных для геномных исследований невозможно переоценить, 
Базы данных — это электронные хранилища любых видов биологиче- 
ской информации, и многие из них находятся в свободном доступе через 
} Интернет. В первичных базах данных хранятся исходные последователь- 
ности нуклеиновых кислот и белков, а так называемые вторичные базы 
| данных содержат сведения (на основании первичных данных) о белках, 
объединенных в высококонсервативные семейства (табл. 2-3). Програм- 
мы поиска, такие как ВГАЗТ и ЕАЗТА, а также их производные позволя- 
ют сравнивать новые последовательности со всеми уже имеющимися в 
базах данных структурами с целью обнаружения сходства. Очень важно 
то, что в базах данных содержится информация не только о последова- 
тельностях, но и о функции генов. Если функция человеческого гена не- 
известна, то часто возникают ситуации, когда изучались родственные 
тены в других организмах, и имеется некоторая информация об их функ- 
_ ции. Поэтому зачастую самый быстрый путь к установлению функции 
` о нового гена — поиск в базах данных родственных последовательностей, 
_ свойства которых уже описаны. 
® Функциональное аннотирование путем сравнения последовательно- 
° стей может быть использовано в масштабе генома, но этого недостаточ- 
но для определения функции всех генов. Когда в 1996 г. была определе- 
о на последовательность генома дрожжей, 30% генов были уже известны и 
о их функции установлены в реальных экспериментах. Возможные функ- 
_—\ ции следующих 30% предполагаемых генов были установлены на осно- 
ве а с другими уже имеющимися в базах данных генами. 
в : сироты») неизвестны, а яв- 
лых генов действительно гена- 


| 
| 
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аб. = Первичные и вт ьностей 
Т лица 2-3 оричные базы данных 'оследоватег осте 


Базы данных УВЕ (универсальное местоположение ресурса) 


Первичные базы данных 


СепВапк Пр: / Ами пеЬ. пит. п. дом /сепбапк/СепБапК$еагсй.Нит! 


База данных нуклеотидных Пр: //\млллм.е 1. ас.ик/етыь/ 
последовательностей ЕМВ( 


сы данных Ю\&р:/ /мммлм. ЧБ] .пЮ.ас.}р/ 
$\М/55-РВОТ и ТГЕМВЕ КЕр:/ /и.ехразу.ога /5рго{/ 
Вторичные базы данных по 
последовательностям 
РгоЗие ВИр: / /из.ехразу.огд/ргозИе 
ВЕОСК$ Вр: / /млмм. Боск$.Ясгс. ога 
РЕИМТ$ Кир: / /Бот{.тап.ас.ик/АББгомузег/РЕИМТ$ 
РРат Вр: / /мимАм. запдегас.ик /оН\ммаге /Рат 
1иегРго Вр: / /мллм.еЫ.ас.иК/и\егрго/ 


Базы данных структур белков 
Рго{ет Оа*аБапк (РОВ) Вир: / /тзсЬ.ога 


_ Еигореап Масготоесшаг Вр: //млмлме 1. ас.иК/Ра{аБазез/знтискиге. Вит! 


_  Этисиге БайаБазе (ЕМ5О) 
® Европейская база данных 
_ структур макромолекул 


Жла. 
С ‘ии установить «родство» гораздо труднее. В некоторых случаях 
гут помочь более изощренные методы поиска, основанные на обна- 


ружении в структуре «паттернов» и профилей (элементов последова- 
левый анных с функцией), присущих большим семействам 


не всегда надежны. Относительно новый под- 
зование для функциональной аннотации выс- 


ег 

ние тации 
структур белков, а не последовательностей. 
до бол рвативны, чем 


миоглобина 


| 
| 


60 Глава? 


пии ядерного магни 


несколько международных проекто 
ское и высокопроизводительное (м 
венных структур белков, так Ч 
личных семейств хранятся в базах данных. 
идентифицировать функции ген 
мых ими белков, определения их 


тного резонанса. В настоящее время суще 


в, направленных на система 


ассовое) определение простран 


то примеры белков всех имеющихся в, 


В будущем можно бу 


ов-сирот путем экспрессии кодиру, 


структур и сравнения этих структур, 


теми, что есть в базах данных. Однако если это реализуется, то Должен 
ы 
быть принят стандартный язык ДлЯ описания белковых структур (до. 


полнение 2-7). 


Другой подход к функциональному аннотированию (описанию) гено. 
ма, основанный на анализе последовательностей, называется сравните. 


ной геномикой. Принцип сравнительн 
сходства между организмами не на уров 
целых геномов. Это может быть полезно с неско. 


ой геномики заключается в поиске 
не отдельных генов, а на уровне 
льких точек зрения, 


Дополнение 2-7 Стандартизованная структурная 
и функциональная классификация белков 


Функциональная аннотация генов и их 
продуктов часто зависит от экспериментов, 
выполняемых в различных лабораториях 
мира на разных организмах. Ученые обыч- 
но описывают практически одни и те же 
белки под разными названиями, но не это 
главное. Гораздо важнее то, что когда мы 
говорим о доступности все возрастающей 
по объему информации и о международ- 
ном сотрудничестве, возникает необходи- 
мость стандартизации в описании структур 


уровнях иерархии наблюдается сходство 
между белками, на более низших уровнях 
классификации обнаруживаются различия. 
Дополнительные проблемы возникают из- 
за суперфолдов (структуры, представлен- 
ные лишь в нескольких белковых семейст- 
вах, обнаруживающих очень отдаленное 
родство) и существования промежуточных 
(непрерывных) вариантов между одним 
типом укладки и другим. 
Систематическая функциональная клас- 


_ сификация белков осуществляется под 


эгидой Консорциума генных онтологий, 


_ который разрабатывает общую систему 


классификации, применимую ко всем ор- 

ганизмам (В р://млм\у. депеоп{о!оду.огд/)- 
‘система основана на трех независи- 
ИныК Г сификации белков, 
лохимическую функцию 

а), роль в клетке (напри- 
ный путь) и 


роцессе (в слу- 
ма это подразу- 
и). 


ии 
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В случае близкородственных организмов (например, мышь и человек) 
вю 
последовательности с ВОЛЮ о 
ционно сохранившимися функциями, в то 

время как другие последовательности должны существенно различаться. 
Существует также удивительная степень консервативности на уровне ме- 
таболических путей и связей даже между далеко отстоящими друг от 
друга организмами. Один поразительный пример — сохранение сигналь- 
ного пути инсулина у человека и нематоды Саепогйа а т5 еезапз. Дейст- 
вительно, около 60% известных генов, ответственных за болезни челове- 
ка, имеют аналоги в геноме этого червя и/или других беспозвоночных 
модельных организмов (например, плодовой мушки ДиозорйЙа тейаповаз- 
1ег). Есть возможность проводить эксперименты на этих удобных для ра- 
боты организмах с целью идентификации других компонентов метаболи- 
ческих путей, что может способствовать выявлению соответствующих 
человеческих генов. Для 30% генов, связанных с болезнями человека, су- 
ществуют «родственники» даже в дрожжах; эти гены отвечают за такие 

высококонсервативные функции, как клеточное деление и репарация 

ДНК. Помимо того что эти организмы являются средством установления 

функций генов, они также могут быть использованы для моделирования 

болезней (см. тл. 8). Например, с целью создания превосходной модели 

диабета 2-го типа можно нарушить сигнальный путь инсулина в 

С.еевап$. 

Сравнение последовательностей и/или структур генов может быть 
первым важным этапом предсказания их функции, однако имеется 
несколько причин, почему эта информация должна интерпретиро- 
ваться с осторожностью. 

зэчи . Участки пониженной сложности найдены во многих белках с чрезвы- 

® чайно разнообразными функциями. В эту категорию попадают трансмем- 
_ _ бранные домены. 

Вт тотее Сходство последовательностей не гарантирует функциональное сход- 

_ ство. Некоторые последовательности многофункциональны и могут не- 

о обнаруживаться в белках с совершенно неродственными функ- 

и. о, а/В-гидролазная складка образует часть каталитиче- 

‘ионально разных ферментов и также найдена в 

иобрели дополнительные функции в процессе 

— пополнение разнообразия достаточно про- 

‘тов. кристаллинов. ‚ белк которые обеспечи- 
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го гена только лишь на основании информации в базах данных Приво. 
дит к риску принятия в качестве достоверных ошибочные Результаты 
(внесенные в базы данных на основе других исследований). Наконеу 
большинство функциональных предсказании, основанных на сходстве 
последовательностей, относится к биохимическим функциям, а это о 
всегда приносит пользу. Например, можно установить, что новый тен 
кодирует протеинкиназу, но это не дает никакой информации о дру- 
гой возможной роли белка. Необходима дополнительная информация 
о функциях белка на биологическом и клеточном уровнях, включая 
ето роль в возникновении болезни, а это может быть установлено с 
помощью экспериментов другого типа. 


Транскриптомика. Глобальный анализ мРНК 


Некоторые особенности функционирования гена могут быть установ- 
лены в результате анализа экспрессионных профилей. Например, если 
тен экспрессируется в ответ на сигнал фактора роста, можно с большой 
долей уверенности утверждать, что функция гена связана в какой-то сте- 
пени с клеточной пролиферацией. Гены, которые экспрессируются в па- 

’  Тологических (нездоровых) тканях, но не экспессируются в здоровых, и 
наоборот, по-видимому, участвуют в развитии болезни или в реакции 
организма на болезнь. Аналогичным образом, специфически экспресси- 
рующиеся в ответ на лекарственную терапию гены могут быть ответст- 

_ _ _ венны за неблагоприятную реакцию на лекарства. Обычно профили экс- 
‚  Прессии исследовали для отдельных генов или небольших групп, что 
®— _ Сводило весь объем исследований к анализу генов-кандидатов, роль ко- 
торых в развитии болезни уже предполагалась. Однако с 1995 г. стали 

_  Нарастать тенденции к проведению глобального анализа генной экспрес- 
— СИИ, при котором одновременно изучались экспрессионные профили для 
1. _ тысяч генов. В конце концов, когда-нибудь появится возможность ана- 
ировать весь транскриптом, т. е. весь набор мРНК в клетке. Этот тип 
: пющего анализа даст возможность идентифицировать все гены, 
ощие в любом важном с медицинской точки зрения процессе. 
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в от лучше представлены в библиоте- 

ирование тысяч случайно взятых 
клонов кДНК с последующим подсчетом числа всех представленных в 
выборке генов дает грубую оценку относительных уровней экспрессии 
генов. Более того, сравнение двух библиотек кДНК (например, полу- 
ченных из здоровой ткани и клинического образца, в частности, рако- 
вой опухоли) может выявить различным образом экспрессирующиеся 
гены, и, таким образом, идентифицировать те, что изменены в случае 
болезни: 

Метод сиквенсного сэмплинга достаточно надежен, но он трудо- 
емок и дорогостоящ, поскольку требует крупномасштабных экспери- 
ментов. Для преодоления такого рода трудностей были разработаны 
варианты высокопроизводительного сиквенсного сэмплинга, и один 
из них, получивший наибольшее признание, — серийный анализ экс- 
прессии генов (ЗАСЕ, от англ. зема| апа!уз1$ оЁ депе ехргезз1оп). Прин- 
цип метода ЗАСЕ показан на рис. 2-9: простая схема скрывает слож- 
ные детали. Вместо индивидуального отбора тысяч кДНК с помощью 
ферментов рестрикции из каждой кДНК извлекают короткие конце- 
81 вые фрагменты (маркеры, {а$) (8—15 нуклеотидов), и эти фрагменты 
соединяют (лигируют) в протяженные конкатемеры. Конкатемеры се- 
квенируют, и поскольку каждый из них содержит фрагменты, соответ- 
ствующие 50—100 молекулам кДНК, то объем данных, полученных в 
рамках одного эксперимента, существенно возрастает. Подсчет числа 
ЕК: одинаковых фрагментов (соответствующих различным хДНК) позво- 
т ляет оценить относительный уровень экспрессии генов. Существуют 
базы данных ЗАСЕ, что позволяет сравнивать результаты отдельных 
экспериментов. 


Микрочипы 


ДНК-микрочипы — миниатюрные устройства, содержащие множество 
различных последовательностей ДНК или характерных элементов, каж- 
дый из которых соответствует различным тенам. Два основных типа мик- 
микрочип, получаемый нанесением фрагментов днк 
едметное стекло микроскопа, и олигонуклеотидный 
ости, который производят путем прямого синтеза 

ение 2-8). Несмотря 
приспособле- 

за. генной экс- 
экспресси- 

1 ва- 
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Рис. 2-9 Серийный анализ экспрессии генов 
праймера олиго-АТ, содержащего биотин, 
КДНК обрабатывают «частошепящим» 


(АСЕ). С помощью обратной транскриптазы и 
получают кДНК-копию полиА*мРНК. Затем 


ферментом рестрикции («яко 
а рным» ферментом), ко- 
торый расш еткДНК, генерируя короткие фрагменты с присоединенным биотином, спо- 


ие аут с иммобилизованным на носителе стрептавидином. К этим последова- 
те —_ а иммобилизации) присоединяют линкеры, содержащие сайт узнавания 
рестрикции ({авте-фермент, маркирующий фермент), который расщеп- 

ляет ДНК на некотором расстоянии от сайта узнавания. Расщепление этим ферментом гене- 
рирует очень короткие, прикрепленные клинкерам фрагменты кДНК (маркеры) с выступаю- 
щими одноцепочечными концами. Достройка «липких» концов до «тупых», лигирование и 
ПЦР-амплификация приводят к получению димеров маркеров кДНК, которые могут быть 
и, отделены от линкеров путем обработки «якорными» ферментами и соединены в протяжен- 
к ные конкатемеры для последующего клонирования. Каждый маркерный фрагмент позволяет 
р идентифицировать ген, а частота встречаемости каждого маркера дает возможность опреде- 


"У вы лить уровень экспрессии генов. 


Дополнение 2-8 Производство точечных и олигонуклеотидных 
микрочипов 


Первые ДНК-чипы были получены путем 
переноса вручную клонированных фрагмен- 
тов ДНК на нейлоновые фильтры. Они были 
большими, неудобными для работы, и ис- 
пользовались в комбинации с радиоактив- 
ными зондами. Для размещения достаточ- 
ного количества проб, позволяющего прово- 
дить анализ всего генома, требовалось су- 
щественное уменьшение размеров микрочи- 
па. Это было достигнуто при использовании 
стекла в качестве подложки. В отличие от 
нейлона стекло обладает низкой аутофлуо- 
ресценцией, и поэтому можно использовать 
флуоресцентные зонды, дающие высокое 
разрешение. Благодаря этому ячейки, со- 
держащие ДНК, можно расположить гораз- 
до ближе друг к другу (на расстоянии 
0,3-0,5 мм), что позволяет производить 
стандартные микрочипы с плотностью 5000 
| ячеек/см”. Первые промышленные кДНК- 
чипы были чрезвычайно дорогими и дос- 
орошо фи 8 


шая плотность может быть достигнута пу- 
тем синтеза олигонуклеотидов /п 5йи с ис- 
пользованием литографического процесса, 
разработанного компанией АИтеих 
(США). Коммерчески доступные микрочи- 
пы этой фирмы (бепеСНрз) имеют плот- 
ность 64000 ячейки/см’, а в эксперимен- 
тальных вариантах были достигнуты даже 
более высокие плотности (250 000- 

1 000 000 ячеек/см°). Первая стадия про- 
изводственного процесса включает нанесе- 
ние покрытия на стеклянную подложку, 
чтобы ДНК можно было ковалентно при- 
соединить к поверхности. Олигонуклеоти- 
ды затем синтезируются в определенных 
позициях путем последовательного добав- 
ления определенных дезоксинуклеозид- 
трифосфатов (ЧМТР). Каждый ЧМТР моди- 
фицирован и содержит фотолабильную 
защитную группу, так что молекула ДНК 
не может быть удлинена, если не активи- 
рована светом. Фотолитографические мас- 


_ ки, используемые для получения чипа, 


указывают те районы, где ДНК может быть 


_ удлинена, и где она остается инертной. 


За 


Таким путем в заранее заданных местах 


е е последова- 


ГИЯ 3: 
и. 
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ам к! сено реакционной смеси, содержащей 
В НК оказывается ге. озидтрифосфатов. Таким образом, попу- 

я Кс лностью меченной, т. е. каждая молекула 
КД держит флуоресцентные нуклеотиды. Эта сложная смесь моле- 
кул КДНК соответствует исходной популяции мРНК — в ней много 
кДНК-копий транскриптов, широко представленных в популяции, и 
мало копий редко встречающихся транскриптов. Такая смесь зондов 
используется для гибридизации с микрочипом, и индивидуальные мо- 
лекулы комплементарно взаимодействуют со своими мишенями. На то- 
чечных микрочипах каждый образец или «точка» содержит 10°—107 ко- 
пий одной и той же последовательности ДНК. Это намного превышает 
число копий любой специфической кДНК в составе сложного зонда, 
даже если кДНК соответствует транскрипту, представленному в смеси в 
изобилии. В таких условиях происходит ненасыщающая гибридизация и 
интенсивность гибридизационного сигнала в каждой ячейке (точке) 
микрочипа пропорциональна относительному содержанию специфиче- 
ской кДНК в составе зонда. Таким образом, в одном эксперименте 
можно сравнивать относительные уровни экспрессии тысяч различных 
транскриптов. 

Сравнение различных образцов (например, из здоровой печени и ге- 
патомы) позволяет идентифицировать по-разному экспрессирующиеся 
тены. Такое сравнение может быть осуществлено в результате гибриди- 
зации одинаковых копий микрочипов со сложными зондами, получен- 
ными из разных образцов. Однако гораздо большая наглядность может 
быть достигнута путем мечения двух популяций кКДНК различными 
флуорофорами и проведения гибридизации с одним и тем же микрочи- 
пом. Соотношение сигналов, полученных от каждого из флуорофоров, 
позволяет сравнивать уровни экспрессии (одних и тех же генов) в двух 
‘образцах. Обычно микрочип сканируют при двух длинах волн эмиссии 

_ флуоресценции, затем с помощью компьютера результаты накладыва- 
> ются друг на друга и выводятся на экран в виде изображения микрочи- 
° ца с окрашенными в разные цвета ячейками. Если одному флуорофору 


_ Поставлен в соответствие зеленый цвет, а другому — красный, то ячей- 


Е ‘соответствующие различным образом экспрессирующимся генам, 
крашены либо в зеленый, либо в красный цвет. Ячейки, соот- 
ощие генам, экспрессирующимся на одном и том же уровне в 


будут желтыми (рис. 2-11). 
[2х в а д ВИН 
дртаф. во > 
хана вызогох ' 
енса и ЗАСЕ были использованы 
связанных с рядом 
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Рис. 2-11 Монохроматическое изображение первичных результатов эксперимента 
| по гибридизации микрочипа. Интенсивности сигналов в различных позициях 
. чипа отражают различные количества мРНК в образце клеток, находящихся в ста- 
| ционарной фазе роста. Для сравнения уровней мРНК, характерных для двух раз- 
|| личных типов (наборов) условий, используются два флуорофора с различными 
| длинами волн возбуждения и эмиссии. Результаты таких экспериментов могут 
| быть представлены в виде окрашенных, как это приведено на задней стороне об- 
ложки книги. 


цитомегаловирусная инфекция. Как было показано во всех этих ис- 
следованиях, уровни экспрессии большого числа генов подвергаются 
изменениям, что свидетельствует о том, что болезни и изменения ок- 
ружающей среды вызывают изменения в транскриптоме. В некоторых 

® случаях такие эксперименты помогают идентифицировать новые мар- 
®  керы болезней. Например, ген СР3б был идентифицирован в качестве 
® нового маркера синдрома резистентности к инсулину. Другие иссле- 
о дования позволили выявить потенциальные мишени для лекарств. На- 
< пример, было показано, что экспрессия гена ЕСЕ! увеличивается в 5 
раз при атеросклерозе — болезни, при которой обогащенные холесте- 
клетки откладываются на внутренней стенке артерий. Продукт 
ЕСЕ1 представляет собой фактор транскрипции множества из- 
ых генов, часть из которых кодируют белки, участвующие в коа- 
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как ГЕСЁ), которые способствуют росту новых кровяносных сосудов. 
Будучи исследовательским инструментом, транскриптомика предос- 
тавляет также большие возможности и для диагностики. Различия в 
профилях экспрессии генов могут помочь различать болезни, которые 
обычными методами различить трудно. В качестве примера на с. 152 
обсуждаются два родственных заболевания: острая миелоидная лейке- 
мия и лимфобластоидная лейкемия. 


Протеомика. Глобальный анализ белков 


Без сомнения, анализ транскриптома — важный подход к исследова- 
нию и характеристике заболеваний и реакций человеческого организма 
на лекарства или на изменения окружающей среды. Однако в большин- 
стве случаев действительно функциональными молекулами в клетке яв- 
ляются не мРНК, а белки. Относительное содержание определенного 
транскрипта не всегда отражает количество соответствующего белка, по- 
скольку синтез белка часто регулируется независимо. Более того, актив- 
ность белка часто зависит от посттрансляционных модификаций, таких 
как фосфорилирование, и это невозможно предсказать на основании 


еримент данных о количестве мРНК. Поэтому, чтобы получить правильную кар- 
ржи тину функционирования здоровой и больной клетки, необходимо иссле- 
ДВУХ р довать непосредственно белки. Полный набор белков в данной клетке 
ИНЫМИ называется протеомом, а протеомика — это исследования белков в гло- 
в МОГ бальном масштабе. р ы 
роне 06: И транскриптомика, и протеомика связаны с мониторингом генной 

экспрессии, однако протеомика охватывает еще несколько дополни- 

тельных областей исследования. Эквивалент транскриптомики при ис- 
ИХ ис следовании белков иногда называют экспрессионной протеомикой; она 
‚аются включает широкомасштабные подходы к исследованию и сравнение со- 
ня ок отношения белков в различных образцах. Многие задачи экспрессион- 


ых ной протеомики аналогичны задачам транскриптомики — идентифика- 
тор ция маркеров, лекарственных мишеней, потенциально терапевтических 
белков и использование экспрессионных профилей для диагностики. 
Однако в случае экспрессионной протеомики имеется важное преиму- 
щество: изменения в соотношении белков непосредственно отражают 
изменение биохимической активности клетки. Кроме того, протеомные 
°— методы позволяют различать модифицированные и немодифицирован- 
°— ные белки, например фосфорилированные и нефосфорилированные 
ый чало1 частности, белок статмин — важный маркер детской лейке- 
. только его фосфорилированная форма свидетельству- 
ния (см. с. 153). $ 
я протеомики связаны с взаимодействиями бел- 
ка взаимодействий охватывает все высо- 
[3 ( к-белковых взаимодейст- 
ми. Исследования 
ь участие белка в 
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белковых комплексах или в метаболических путях, и это К важно 

| для накопления фундаментальных знаний, включая возможный Вклад 
науки в разработку лекарственных препаратов. Например, если иденти. 
фицирован поверхностный рецептор клетки, сверхактивность котороту 
ответствена за определенную болезнь, то потенциально он может рас. 
сматриваться как хорошая мишень для лекарств. Однако если у гена, 
кодирующего этот рецептор, существует множество полиморфных ва- 
риантов в популяции, то тогда трудно выявить лидирующее соединение 
(наиболее эффективный лекарственный препарат), пригодное для взаи- 
модействия со всеми белками. Фармацевтические компании могут по- 
пытаться выявить целый ряд препаратов, позволяющих с высокой эф- 
фективностью лечить определенные подгруппы пациентов. Однако 
предпочтительнее было бы идентифицировать белки, взаимодействую- 
щие с рецептором, с целью выявления (среди них) суррогатных мише- 
ней, демонстрирующих более низкий уровень полиморфизма. Лекарст- 
ва, взаимодействующие со второй мишенью, достигают той же цели: | 
вызывают нарушение сигнального пути. 

Исследования белковых взаимодействий с малыми молекулами по- 
зволяют выбрать подходящие лидирующие соединения на рациональ- 
ной основе, а не на основании случайного скрининга библиотек хими- | 
ческих веществ (см. гл. 7). В таких исследованиях можно использовать 
молекулы, аналогичные известным лигандам, или выбранные на осно- 
ве компьютерного моделирования их взаимодействий с белком-мише- 
нью. Этот подход, известный как рациональный дизайн лекарств, ока- 
зался эффективен при разработке лекарств, таких как каптоприл и за- 
намивир (реленца). Для моделирования взаимодействий необходимо 

> располагать данными о пространственной структуре белков — мишеней | 

_ Лекарств. Как уже обсуждалось выше, в рамках структурной протеомики 

_ были начаты работы по установлению пространственных структур, ти- 
_  пичных (характерных) для различных семейств белков. Однако сущест- 
_—  вуют также проекты медицинской направленности, цель которых уста- 
уктуры белков, участвующих в разви- 


Белковые микрочипы — это миниатюр- 
ные приспособления, в принципе анало- 
гичные ДНК-микрочипам и используемые 
для анализа белков. Они и производятся 
практически так же — путем автоматиче- 
ского точечного нанесения белковых об- 
разцов на обработанные стеклянные под- 
ложки. Существует два основных типа чи- 
пов: аналитические чипы и функцио- 
нальные чипы. Функциональные чипы 
используются для исследования биохими- 
ческой активности и взаимодействия бел- 
ков, при этом сами исследуемые белки 
иммобилизованы на чипе. Аналитические 
чипы, напротив, используются для мони- 
торинга экспрессии, и исследуемые белки 
находятся в образце, которым обрабаты- 
вают чип. Чип сам по себе содержит спе- 
цифические улавливающие агенты, ко- 
торые могут представлять собой белки 
(например, антитела, лектины) или моле- 
кулы другого типа (например, олигонукле- 
отидные аптамеры). Использование лекти- 
новых чипов для исследования гликопро- 
теинов более детально обсуждается на до- 
полнении 6-5. Существуют также другие 
типы аналитических устройств, называе- 
мых белковыми биочипами. Они не 
улавливают специфические белки, а со- 
держит на поверхности различные хими- 
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Дополнение 2-9 Белковые чипы 


ческие вещества, которые связывают опре- 
деленные классы белков. 

Белковые микрочипы имеют те же пре- 
имущества, что и ДНК-чипы, т. е. они по- 
зволяют одновременно проводить парал- 
лельный анализ множества белков в мик- 
ромасштабе и в автоматизированном ва- 
рианте. Их можно легко объединить с по- 
следующим масс-спектрометрическим 
анализом, и они пригодны для использо- 
вания новых методов детекции, таких как 
спектроскопия поверхностного плаз- 
монного резонанса, а это значит, что 
нет необходимости вводить в белок мет- 
ку. Возможный недостаток заключается в 
том, что белки химически чрезвычайно 
разнообразны, и трудно подобрать уни- 
версальный набор условий при использо- 
вании чипов, которые бы подходили для 
всех белков. Тем не менее недавно был 
создан функциональный чип, несущий 
большую часть всех (около 6000) дрож- 
жевых белков, что должно существенно 
продвинуть анализ дрожжевого протео- 
ма. Протеом человека на порядок слож- 
нее, чем дрожжевой протеом из-за аль- 
тернативного сплайсинга и посттрансля- 
ционной модификации, так что малове- 
роятно, что чип с человеческим протео- 
мом появится в ближайшем будущем. 


базируются на разделении сложных смесей и идентификации белков в 
® индивидуальных фракциях масс-спектрометрией. В настоящее время 
_ Наиболее популярный ‘метод разделения — двумерный электрофорез 


1. И.Е Хы 14 


20СЕ). 


{ _ Поскольку протеом очень сложен, то процесс, основанный только 


о Е: размер, величина заряда, раствори- 
ть необходимое разрешение. Преимущест- 


‹лючаются в том, т разделяют- 


влении по массе 


еской фокуси- 
тся на полоске 
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Рис. 2-12 Принцип двумерного электрофореза. Образец денатурированных белков на- 
носится на один конец пластинки с нанесенным гелем. В процессе изоэлектрической 
фокусировки (ИЭФ) происходит разделение белков в соответствии с их суммарным за- 
рядом независимо от их молекулярных масс. Затем ИЭФ-гель уравновешивают в растворе 
ДСН и прикладывают к стандартному гелю ДСН-ПААГ; после проведения электрофо- 
ОА ИЮНом направлении происходит разделение белков по молекулярной 
‘массе ‘независимо от заряда. Заряд белков показан цветом различной интенсивности от 
‘красного (темного на рисунке) (основные белки) до желтого (светлого на рисунке) (кис- 

_  лые белки), а масса обозначена размером кружков. На фотографии — типичный вид 
белковых пятен на двумерном геле после его прокрашивания. 


а ЗАдВЬ- нь У 


вается у растворе детергента додецилсульфата натрия 
$05), который имеет большой отрицательный ет и 
1 с остовом денатурированных белков стехиометрически, 
_ за] яд любой белковой молекулы. Полоску 

край пластинки с гелем, и проводят электро- 
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рдой неподвижной фазой и жидкой под- 
роматографическими. Неподвижная фаза 
чно находится в колонке, а подвижная 
протеомике наиболее применяемый ме- 
тод — высокоэффективная жидкостная хроматография (ВЭЖХ), при ко- 
торой жидкая фаза проходит через колонку под высоким давлением. 
Одно из главных преимуществ ВЭЖХ, помимо скорости и чувствитель- 
ности, — это возможность ее автоматизации и объединения с после- 
дующим масс-спектрометрическим анализом. 


Характеристика белков с помощью масс-спектрометрии 


©’ 


Белковые пятна на двумерном геле или фракции, элюируемые с 
ВЭЖХ-колонок, содержат неизвестные («безымянные») белки. До недав- 
него времени для их идентификации использовали либо агент, специфи- 
чески связывающийся с белком (как правило, антитело), либо секвени- 
рование белка ступенчатой деградацией по Эдману. Ни один из этих ме- 
тодов не подходит для анализа целого протеома, когда необходимо 
быстро охарактеризовать тысячи белков. В начале 1990-х годов выясни- 
лось, что быстрая идентификация белков может быть достигнута масс- 
спектрометрически. Масс-спектрометрия (МС) используется для опре- 
деления молекулярных масс, но очень долгое время этот метод не удава- 
лось использовать для анализа больших молекул, включая белки, по- 
скольку процесс ионизации приводит к фрагментации молекулы. В ре- 
зультате разработки методов мягкой ионизации, таких как матрично- 

_ активированная лазерная десорбция/ионизация (МАЛДИ, или англ. 


—  МАЕБЛУ, т. е. лазерная десорбция при содействии матрицы) и электро- 


_— лять массы больших молекул (рис. 2-13). В 1993 г. несколько независи- 


_— быть использованы для поиска в базах данных белковых последователь- 


‘спрей-ионизация (ЭСИ, или англ. Е$ 1), появилась возможность опреде- 


_ мых исследовательских групп опубликовали алгоритмы, которые могут 


высоким 
Пептид с низким  Пептидс 

значением отно- значением отно- Пути ионизиро- Образец в 
Рефлектор шения масса/заряд шения масса/заряд ванных пептидов матриксе 


Рис. 2-13 Масс-спектрометрия МАТ.О1-ТОЕ. Образец (или вещество для анализа) заклю- 


чено в матрикс, который может поглощать лазерную энергию и освобождать ее в виде теп- 
И 


_ эмиссию 
__ ЯСЬ отрефлектора, попадают на детектор ионов. Время пролета связано с величиной 
_ _ Ной отношению массы ионов к 


_ _ занных) триптических пептидов. Затем делаются попытки установить со- 
_  Ответствие между этими предсказанными массами и молекулярными 
_ _ Массами полученными экспериментально. 
5 соответствий. Если несколько пептидов соот- 
от одному и тому же белку в базе данных, появляется основа- 

Ъ что получено полное соответствие. Соответствие мо- 

не _для всех пептидов из-за существования непред- 

а] х икаций, различных вариантов 

ВС. миль, расы 35 
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ЗГАМУ! „Лизоцим человека 
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5 нийв ЕЗТ-базах 
С15ТАМ 
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Массы ионизи- ис, лестницы 
рованных фраг. О1ЗГАМУМСГА 
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Рис. 2-14 Аннотация белков масс-спектрометрией. Образец белка, выделенный двумерным 
электрофорезом или другим методом разделения, расшепляется трипсином и помещается в 
масс-спектрометр. Анализ МАГО!-ТОЕ позволяет определять массы интактных триптических 
пептидов, которые можно сравнивать с базами данных белков с целью выявления сходных по- 
——^\ следовательностей (фингерпринтирование масс пептидов). Можно использовать другой метод, 
тандемную масс-спектрометрию (Е$1-М$/М$), для определения масс ионизированных фраг- 
ментов каждого пептида. Поиск в базах данных можно проводить с использованием полностью 
неинтерпретируемых спектров М5/М$, с использованием коротких пептидных последователь- 
ВИДЕ ТЕЛ. ностей, полученных изчастично интерпретируемых масс-спектров, или более длинных последо- 
вательностей, полученных 4 поъо из полностью интерпретируемых масс-спектров. 


Применение экспрессионной протеомики 


®—  Экспрессионная протеомика, как и транскриптомика, используется 
— _ для идентификации новых маркеров болезней или белков, количествен- 
_ное содержание которых коррелирует с конкретными изменениями в ок- 
_ ружающей среде (например, присутствие лекарств или токсинов). Иден- 


ед разделением метят различны- 


ество которых в одном из 
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затем образцы смешивают непосредственно перед т. о белков, так 
что потери при выделении одинаковы. Белки раздел умерным элек. 
трофорезом или ВЭЖХ, и фракции анализируют ее спектрометры В 
каждой фракции измеряют относительное содержание двух ИЗОТОПОВ, И 
значительные различия указывают на то, что белок в конкретной фракции 
присутствует либо в большем, либо в меньшем количестве в случае боль- 
ной ткани. Этот белок может быть затем исследован как потенциальный 
маркер болезни или мишень для лекарств. 

Дифференциальная экспрессия белков была использована для иденти- 
фикации ряда полезных маркеров и потенциальных мишеней лекарств, 
включая такие, как ядерный антиген пролиферирующих клеток (повы- 
шенная экспрессия в случае рака груди) и циклооксигеназа 2 (понижен- 
ная экспрессия в случае колоректального рака). Как было указано выше, 
в случае детской лейкемии наблюдается повышенная экспрессия белка 
статмина (в фосфорилированной форме). Было идентифицировано не- 
сколько маркеров неблагоприятной (необычной) реакции на лекарства, 
например, резкое уменьшение содержания кальций-связывающего белка 
калбиндина в ответ на введение иммуносупрессанта циклоспорина А. Это 
лекарство, используемое для предотвращения у детей отторжения органов 
при трансплантации, имеет нефротоксические побочные эффекты, вклю- 
чая кальцификацию почечных канальцев. Потеря калбиндина свидетель- 
ствует о молекулярной основе этих неблагоприятных эффектов и указы- 


вает на возможность устранения последних путем восстановления уровня 
калбиндина. 


Биотехнологические основы протеомики взаимодействий 


Такие методы, как аффинная хроматография и коиммунопреципита- 

я, в течение многих лет использовались для изучения взаимодейст- 
вий между индивидуальными белками. Относительно недавно их нача- 
ли применять для систематической иденти. 


плекс (который 
плексы выделяют с по- 


“- 


Р-Я 


й 


ЯЕРЕБРАРЯУЯ РР. 
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Белковый комплекс 


Рис. 2-15 Анализ белковых комплексов. Комплекс из четырех компонентов может 
быть выделен из клеточного лизата аффинной хроматографией, при которой клеточ- 
ный лизат проходит через хроматографическую колонку, содержащую носитель. На 
носителе иммобилизован «улавливающий» агент, например антитело, узнающее 
один из компонентов комплекса. Другие белки, не являющиеся частью комплекса, 
вымываются. Комплекс затем может быть снят с колонки и проанализирован масс- 
спектрометрически либо непосредственно, либо после электрофоретического разде- 


ления компонентов в геле. 


ванным. Сигнальный путь ЭФР связан с процессом развития несколь- 
ких видов рака, так что этот эксперимент позволил выявить еще две 
потенциальные мишени для лекарств. 

Скрининг взаимодействий в большем масштабе может быть осуществ- 
лен с помошью фагового дисплея (рис. 2-16) или с помощью дрожжевой 
двугибридной системы (рис. 2-17). Каждая из этих систем основана на с03- 
дании ‘необходимых библиотек и включает использование бейт-белков 

1 т англ. Фац-ргойет) для «улавливания» взаимодейст- 
неров, называемых прей белки (белок-добыча, от 


фаговом дисплее бейт-белок наносят на микро- 


1 тет. (чашку). Создается’ „фаг-дисплейная библиотека 
прей-белков к гену белка фа- 


ется в виде белка, 
т фага. Затем 


УЛ Фаг дикого 
А 


типа 


у Присоединение фрагментов 
Е 
рых генов, кодирующих белки- 
=” <Х кандидаты на взаимодействие 
| к гену белка оболочки ь 


Какие белки 
взаимодействуют Экспонирование прей-белков 
с БЕЛКОМ Х? УМА на поверхности фага 


: Е: {ло 
Фаг-дисплейная 
Нанесение БЕЛКА Х на поверхность - библиотека 
мембраны или ячейки фм 


микротитровальной чашки 


иж: № р Смешивание 
Г 


Извлечение связанного фага, секвенирование 
$4} и характеристика гена чужеродной вставки 


ровального планшета. Затем создаются 

, И тожа оленей белков экспрессируется в виде белков, сли- 
а ‚фаго а ры ! ‚результате они оказываются экспонированными на 
тост р т мох ху фагового дисплея помещают на микротитро- 
7 г (чг Уют в течение короткого периода и смывают. Оста- 
рые взаимодействуют с белком Х. Их мож- 
провать путем секвенирования чужеродной 
А. 2 мыцеяост 
АСЗ ом. 
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Фактор транскрипции 
< ПРИНЦИП _ А имеет два функциональ- 
ЕТОДА > 


м ных домена 
Какой белок м 
взаимодействует 
с БЕЛКОМ Х? МХ "О 
..связывающийся ..активирующий 
с ДНК домен транскрипцию домен 


Эти домены должны быть соединены, 
чтобы активировать ген 


ЭКСПЕРИМЕНТ 
Экспрессия в одном дрожжевом Экспрессия всех исследуемых 
штамме БЕЛКА Х в виде гибрида белков в виде гибридов 
с ДНК-связывающим с активирующим транскрипцию 
доменом. Это БЕЙТ-белок доменом. Получение 
библиотеки ПРЕЙ-белков 
у: Систематическое 
скрещивание 


° Библиотека «двугибридных» штаммов, 
_ экспрессирующих бейт-белок и один из прей-белков 


«Эм мии 
вом 


РНК- 


И ТОТИ взаимодейству- 
_  *_ те БЕЛКОМ Х. Секвени- 
рование и характеристика 
гена БЕЛКА А 
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Мутационная геномика 
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ипционный фактор, способный активировать тест-тоц 


который также вводится в клетку. Но если арене а то фактор 
транскрипции остается в виде двух отдельных гибр ии ры Иген ос. 
тается неактивным. Масштабный скрининг взаимоде ий С использо. 
ванием двугибридной системы пока не был о для человеческо. 
то протеома, но был использован для исследования елковых взаимодей. 
ствий в человеческих патогенах (например, вирусе гепатита С), а пробные 
исследования недавно были проведены на протеоме мыши. 


нальный транскр 


Все рассмотренные выше методы функциональной геномики помога- 
ют установить молекулярные/биохимические или клеточные функции. 
Некоторые из них позволяют получить данные о биологических (на уров- 
не всего организма) функциях, но ни один не дает возможности устано- 
вить прямую связь между генами и болезнью. Прямой подход предполага- 
ет введение мутаций в гены модельных организмов, например мыши, и 
поиск фенотипов, обнаруживающих симптомы, характерные для челове- 
ческих болезней. Как обсуждается в гл. 8, ранее модели болезней получали 
случайным мутагенезом и методами направленного нокаута (выключения) 
генов. Но совсем недавно возрос интерес к осуществлению программ мута- 
генеза всего генома с целью создания полных библиотек мутантов, содержа- 
щих мутации (хиты, или англ. №5), оказавшие наиболее сильное влияние 
на функцию каждого из генов. Эти библиотеки могут быть использованы 
как основной «банк» мутантов; например, если исследователи с помощью 
другого экспериментального подхода установят связь определенного гена 
с заболеванием, то можно будет «заказать» соответствующий мутант и ис- 
пользовать в изучении молекулярных основ возникнования болезни, а 
также для разработки и те рования новых лекарственных препаратов. 
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Рис. 2-18 Инвертированная (обратная) ПЦР — один из нескольких методов идентифи- 
_ кации генов, разрушенных инсерционным мутагенезом. а — инсерционный вектор; 6— 
интеграция вектора в геномную ДНК; в — расщепление геномной ДНК ферментами ре- 
ле ‘стрикции, которые не расщепляют ДНК внутри вектора; г — замыкание в кольцо геном- 
— ной ДНК с помощью ДНК-лигазы и отжиг с ПЦР-праймерами, обращенными в обрат- 
_ __ ную сторону от инсерционного вектора; д — амплификация с помощью ПЦР теномных 
т _ последовательностей, фланкирующих вставку. 
ФБавои, 5: 
им (или радиационным) мутагенезом в том, что поврежденный ген 
вставку чужеродной последовательности. Такая вставка может 
ена гибридизацией или ПОР, что приводит к быстрой изо- 
его илентификации (рис. 2-18). Таким образом, трудный и 
`ь от гена к болезни превращается в движение по 
я метод является быстрым средством 
ых за конкретное проявление болезни. 
и другим: и 


нисть 
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Репортерный ген р 


о Веера у 


Рис. 2-19 Векторы для улавливания генов. а — тенная ловушка содержит акцепторный уча- | 
сток сплайсинга ($А), репортерный ген и сайтполиаденилирования. Если эта структураин- | 
тегрирует внугрь имеющегося гена, винтрон или экзон, она выступает в роли концевогоэк- | 
зона, что приводит к нарушению нормальной функции гена и к экспрессии укороченного 
продукта слияния, который обладает репортерной функцией и позволяет следить за нор- 
мальной экспрессией гена. Однако такая система зависит от активности промотора эндо- 

тенного гена, в результате многие гены оказываются пропущенными из-за низкого уровня | 
экспрессии или ограниченной экспрессии; б — более усовершенствованная генная ловуш- | 
ка содержит описанные выше элементы, а также второй ген, являющийся селектирующим | 
маркером. Он контролируется конститугивным промотором (Р) и имеет донорный участок 

сплайсинга ($0), который делает полиаденилирование зависимым от разорванного гена. 

При селекции клетки или животные будут выживать, только если конструкция разрушила | 
эндогенный ген, но при этом не имеет значения, экспрессируется ген или нет. 


_ руется в поджелудочной железе, то ген мутирует (надо надеяться, что при 
_ этом будет получен фенотип болезни). В поджелудочной железе начинает 

_ вырабатываться В-галактозидаза, что можно обнаружить прокрашиванием 

® _ спомощью Х-ва| образцов ткани или целых зародышей. Поскольку только 

3% генома мыши приходится на гены, такой подход «генных ловушек» по- 

зволяет идентифицировать продуктивные вставки, даже если большая 

в ввеоь интегрированных фрагментов оказывается внутри межгенной ДНК. 
ыы Ж тком стандартного метода генных ловушек является то, что экс- 

‚ия репортерного гена связана с экспрессией разрушенного гена, так 

тедний не экспрессируется, то не экспрессируется и репортер- 

_С целью решения этой проблемы в искусственную конструкцию 


ой вы= является селектирующим маркером и его экспрес- 


при этом полиаденилирование 3а- 
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Программы по мутагенезу (химическому и на основе ДНК) в настоящее 


время осуществляются и на других модель 3 
и СаепотаБ4 5. Однако в ельных животных, таких как Диозорййа 


ы обоих случаях используе Й - 
ность новый метод функциональной И орк 
при котором двутяжевая РНК процессируется с образованием коротких ин- 
терферирующих фрагментов. Последние индуцируют быструю деградацию 
любой мРНК с той же последовательностью (см. с. 241). Этот метод был ис- 
пользован для инактивации около 95% генов в нематоде, которая, как указа- 
но выше, содержит 60% генов, родственных человеческим генам болезней, и 


позволяет создавать модели ряда болезней. Метод РНК-интерференции мо- 
на жет также использоваться непосредственно при работе с клетками человека 
ть для изучения фенотипических свойств на клеточном уровне. Многие болез- 
коне, ни, влияющие на основные клеточные процессы (например, в случае пиг- 
ть ментной ксеродермы нарушена репарация ДНК), теперь можно моделиро- 
Мода вать в клеточной культуре с помощью РНК-интерференции. Возможно, это 
ОГ рн единственный в настоящее время метод, который позволяет осуществлять 
На од широкомасштабный и прямой анализ функций генов человека. 
ныйужи Дополнительная литература 
иг. РОСМ: Гл. 5 знакомит читателя с высокоемкими векторами для сиквенса. Гл. 7 дает об- 
зор методов секвенирования и знакомит читателя с подходами к анализу последовательно- 


_ стей и биоинформатикой. В гл. 13 обсуждается использование генных ловушек и инсерцион- 
ных векторов в клонировании и идентификации генов. 

РОСА: В гл. 3 и 4 обсуждаются подходы к созданию физических карт генома. В гл. 5 обсу- 
ждается разработка технологических подходов к секвенированию геномов, учитывающих 
необходимость автоматизации. В гл. 6 рассмотрены методы биоинформатика и методы анно- 
— тирования генома. В гл. 7=11 более детально обсуждены биотехнологические основы и при- 
_ Ложения функциональной геномики, включая сравнительную геномику (гл. 7), сравнение 
р ‘последовательностей и структур (гл. 8), экспрессионное профилирование в транскриптомике 
‘и протеомике (гл. 9), создание полных библиотек мутантов (гл. 10) и анализ белковых взаи- 


одействий (гл. 11). 


онной геномик: 
11$ — адуапсез, аррИсаНопз ап4 фе сваШепвез ‘па! 
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Подробный обзор, посвященный методам транскриптомики и протеомики. Содерх, 
множество примеров того, как эти методы используются в медицинских Исследования, 
также для разработки новых лекарственных препаратов: — рефеин 

Сейз УЕ, Кгавойег М, Стоточа 1 в а|. (2000) Сепе ехргеззюоп ргоййпе: топйоние “тапвейр 


(оп апа гапаноп ргодис изие ОМА пусгоагтауз апа ргоеопис$. ЕЕЕ$ Геи 480, 2-16. 


Статья, демонстрирующая важную роль сравнительной геномики в предсказании тенови 
установлении их функций: 

Са М$ (1999) Сотрагануе зепопи:сз: Ше Кеу © ипдегуапате Ше Нитап Сепоте Рюфа, 
Вюе5зауз 21, 12 1—130. 


Три великолепных обзора, иллюстрирующих значимость проекта «Геном человека» для 
медицинских исследований: 

СоШиз Е$, МеКияск УА (2001) ирИсаНопз ое питал депоте ргодес! Юг теФса] з‹епсе, 
Л Ат Ме А5зос 285, 540—544. 

Зибгаташап С, Адапз МО, \ тег ГС, Вгодег $ (2001) ПпрИсаНопз оЁ пе питап зепоте г 
ипдегуапате питап Боюбу ап4 тесте. / Ат Меа Абзос 286, 2296—2307. 


\Мап Оттеп С} (2002) Те Нитап Сепоте Ргодесе ап4 {Не йоге о! ФазпозИсз, теайтепЕ ап 
ргеуепйоп. / [ийеги Меаь Об 25, 183—188. 


Рамез К (2001) Сгасктз ше Сепоте: [пуае те Касе о Итоск Нитап ОМА. Егее Ргезз, Ме 
Уогк. 
Прекрасное описание технологии секвенирования генома: 


Стееп ЕЮ (2001) Зхакерез Гог пе зуетайс зедиепств оЁсотрех зепотез. Маите Кеубе- 
пе! 2, 573—583. 


еглабопа! Нитап Сепоте Зеаиепстя Сопзогит (2001) па! зедиепст апа апа!уяв о! 
Ше Питап зепоте. Маше 409, 860—921. 


» как ишут тены в геномной ДНК: 
п: Пот зедцепсе 10 Мюову, Малиге Кер беле 2, 493— 503. 
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Микроорганизмы, вызывающие заболевания 


Вызывающие болезни микробы часто называют патогенными, или ви- 

рулентными. Это означает, что они провоцируют инфекции независимо 

> Рех, Ма от их количества, пути проникновения или присутствия других микроор- 
ганизмов, т. е. патогены отличаются от непатогенов экспрессией факторов 
вирулентности. Такая концепция, по-видимому, справедлива в отноше- 
нии только определенных микробов, вызывающих заболевания у нор- 
мальных хозяев; существует много других микроорганизмов (оппортуни- 
стические патогены), для которых она не выполняется. Вирулентность — 
| алаК о! это свойство микробов, однако проявляется оно только при инфицирова- 
нии восприимчивых хозяев (организмов). Таким образом, так называемые 

вирулентные организмы могут быть авирулентны для хозяев со специфи- 


ам ь ческим иммунитетом, в то время как микроб, который обычно авирулен- 

Геном“ тен, может вызывать заболевание у хозяев с ослабленным иммунитетом. 
ы Для. человека самый важный аспект взаимодействия «микроб—хозяин» — 

‚ра р = 99 характер и степень нанесенного организму вреда. 

и“ -= Микробы, вызывающие болезнь, делятся на четыре категории: вирусы, 


и бактерии, трибы и протозойные (простейшие одноклеточные организмы). 

ирусы ются от трех других групп организмов целым рядом ключе- 
в. Во-первых, они содержат только один тип нуклеиновых 
РНК я ДНЮ), в то время как клеточные организмы содержат оба 
вторых, для воспроизводства им необходима только их собствен- 
я кислота, т. е. вирусная нуклеиновая кислота инфекцион- 
воспроизводятся с участием всей сум- 
третьих, различные структурные 
о, а затем собираются ›: ое 


ертае 


геропета раШ4ит 
. Сротуа рпеитотае. 
МусоБасетит ( 
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Размер генома (млн п. н.) 


Рис. 3-1 Диапазон размеров геномов различных бактериальных патогенов. 


Из сказанного должно быть ясно, что вирусы — облигатные внутри- 
клеточные паразиты, которые сильно зависят от биохимических процес- 
сов хозяина, обеспечивающих их репликацию. Эта особенность вирусов 
имеет ряд последствий для охраны человека. Во-первых, все известные 
вирусы, инфицирующие человека, вызывают болезнь в результате воз- 
действия на хозяйскую клетку. Во-вторых, производство антивирусных 
препаратов затруднительно, так как большинство агентов, которые пре- 
пятствуют размножению вирусов, также влияют на важнейшие клеточ- 
ные процессы. По этой причине наиболее эффективный подход — пре- 
дупреждение вирусной инфекции путем вакцинации. Тем не менее рас- 
ширение наших представлений о молекулярных механизмах репликации 
вирусных нуклеиновых кислот способствует разработке клинически важ- 


ия метаболических реакций 


приводит к их облигатному 
о сони д 
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Таблица 3-2 
Бакт ериальные патогены, против которых имеется вакцина 


Организм Болезнь 
Васи; апт гас5 Сибирская язва 
ВогааеЙа рег№из$5 Коклюш 

: Созтаит 1аат Столбняк 
СогупеБачепит ар Вепае Дифтерия 
НаеторВИи$ тйиепгае Менингит 
МусоБасепит {иБегси!о515 Туберкулез 

Ме5епа тептпа/а!#5 (некоторые штаммы) Менингит 

) 5а/топе/а рагайур!! А & В Паратиф АиВ 

Е 5а/топе!а фуры Тиф 

| тер юсоссиз рпеитотае Пневмония 

| МЬпо споега Холера 

: 


зиологические исследования и секвенирование генома также позволили 

установить то, что несмотря на различие в метаболизме у болезнетворных 
бактерий они используют общие механизмы для преодоления защитных 
механизмов хозяина (см. с. 97). 

В борьбе с бактериальными инфекциями традиционно используется 
два подхода: вакцинация для предотвращения инфекций и лечение инфек- 
ций антибиотиками. Для предотвращения инфекций, вызываемых рядом 
бактерий, существуют вакцины (табл. 3-2). Однако все они, за исключе- 

_ нием вакцин против туберкулеза (ТВ) и сибирской язвы, основаны на 
_ убитых бактериях, и поэтому вызываемый ими иммунитет непродолжите- 
® лен. Молекулярная генетика и геномика предлагают ряд методов для соз- 
_ дания безопасных, ослабленных вакцин, и более детально это будет опи- 

_  сано далее (см. с. 104). 
п. и. «антибиотик» использовался для обозначения 
микробного продукта, который в низкой концентрации может 
к ли убивать другие микроорганизмы. Первый пример 
ибиотика — пенициллин; многие подобные ему анти- 
земые в настоящее время, были найдены путем скри- 
на предмет их способности секретиро- 
али рост одного или более патоге- 
т _в клинической 


р 
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используется для обозначения любых природных, полусинтетически я 
полностью синтетических антимикробных соединений, которые поль, 
зуются для терапии, и процесс выявления молекул-кандидатов Происц. 
дит таким же путем, как и в случае других В: Методы работы с тв. 
нами и подходы, разрабатываемые геномикой, способствовуют Нашен 
пониманию механизмов бактериальной патогенности и происхождения 
эпидемий устойчивости к антибиотику. Успехи в этой области помогают 
подбирать новые биохимические мишени для антибиотиков, о чем будет 
говориться позже в этой главе. Путь создания новых лекарств на основ 
новых кандидатов-антибиотиков обсуждается в гл. 7. 

Многие бактерии опасны тем, что способны вызывать инфекционные 
заболевания у человека и других млекопитающих. В то же время круг кли- 
нически значимых грибов гораздо более ограничен. Многие люди знако- 
мы с поверхностными микозами, такими как стопа атлета, дерматомикоз, 
Эти кожные инфекции неприятны с эстетической точки зрения, но кли- 
нические последствия их минимальны. В отличие от них системные ми- 
козы — это инфекции, представляющие угрозу для жизни. Лишь некото- 
рые разновидности грибов являются первичными патогенами, т. е. прони- 
кают внутрь здоровых индивидуумов и колонизируют ткани. Главные 
представители — Нюр/азта сарушаит, Соссаюаех тт, Рагасосс ое 
Бтазепз, В/азютусез Четтайиа Е, а также те грибы, которые инфицируют 
кожу (дерматофиты). Другие важные: патогены, такие как грибы рода 
Сапа, Азреге их }итва!из, Рпеитосу5й5 санпй, Вйхориу огухае и Еизапит 
501ап1, являются оппортунистическими патогенами. Эти грибы вызывают 
угрожающие жизни инфекции у пациентов с сильно ослабленной иммун- 
ной системой. Число таких иммунодефицитных пациентов сильно воз- 

° росло из-за широкого распространения противоопухолевой химиотера- 

° ПиИ и увеличения числа случаев СПИДа. Оппортунистические патогены 

° Являются хорошей иллюстрацией сделанного в начале этой главы утвер- 

_ _ ждения, что инфекция — следствие случайной встречи микроба с воспри- 

_— __ Имчивым хозяином. Сгурюсоссиз пеооттап5 может вызывать негоспиталь- 

_ _ ные инфекции, но в основном действует на иммунодефицитных пациен- 

®— Тов. Для большинства упомянутых патогенов наиболее распространенный 
ние ередачи инфекции — вдыхание спор. 

С : в для лечения грибковых инфекций гораздо более 

я 3 ктериальных препаратов, поскольку как 

< эукариотам и биохимических различий 

иями и млекопитающими. Очевид- 

клеточная стенка, но ингиби- 


} 


дна. ача, ч Е] 
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Табли - 
ца 3-3 Распространенные инфекции, вызываемые простейшими 


Организм Бо. 
в лезнь Способ передачи Распространенность 


3 й Стурюзропит — Сильная диарея Зараженная вода 


Во всем мире2 


А стаго!а Сильная диарея Зараженная вода Во всем мире 


з Г 1езртата й 
у Лейшмания Укусы насекомых Жаркие/тропические страны 
т /азтос! йный 

ых Р/азтоа!ит 5р Малярия Малярийный комар  Жаркие/тропические страны 
Ъ Рпеитосу$#5 сапп! Пневмония Воздушно-капельный Иммунодефицитные паци- 
В енты 
гие М Тохор!а5та Токсоплазмоз Различные Во всем мире. Возрастающая 
} м, проблема для иммунодефи- 

Пера, цитных пациентов (напри- 
мер, СПИД) 
ы Турапозота Бгисе! Сонная болезнь Муха цеце Африка 


Турапозота сги?! Болезнь Чагаса Попадание фекалий Южная Америка 
насекомых в рот 


й 


В 


ЕН 
Е 


аИнфекции, редко встречающиеся в развитых странах, но широко распространенные в 
развивающихся странах 


Н 


Простейшие организмы отличаются от других классов патогенов тем, 
что они встречаются в основном в тропических и/или слаборазвитых 
странах (табл. 3-3). Это, в свою очередь, отражает путь их передачи. Боль- 
шинство простейших распространяется либо через укусы насекомых 

_ (москиты, мошки) или в результате употребления зараженной воды, хотя 
о некоторые распространяются половым путем (например, Тисйотопау 
°—  уавта!). Поскольку подобные болезни относительно редко встречаются в 


о западных странах, на разработку эффективных лекарств для борьбы с 
} кого отсутствия интереса со 


_— ними направлено очень мало усилий. Из-за та 
_ стороны властей малярия убивает больше людей во всем мире, чем другие 
о _ микроорганизмы. В течение многих лет наиболее эффективными средст- 
эс г для профилактики и лечения таких болезней, как малярия, были 
‘препараты, получаемые из традиционных природных источ- 
в ‚ хинин из коры дерева Сисйопа. Даже в настоящее время 
‘вопротозойных лекарств — синтетические производ- 
получаемого из этого растения. К. 
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умерли. Микробиологическое исследование тканей легких, взятых на ау. 
топсию, позволило обнаружить новую бактерию, которую Впоследствии 
назвали ГезюпеЙа рпеиторййа. Почему этот организм не был обнаружен 
ранее? Причина проста: бактерии вида ТевтопеЙа встречаются повсемест. 
но в природных пресноводных водоемах, хотя обычно составляют только 
малую часть всего множества бактерий. Однако в отличие от большинства 
бактерий они могут расти и выживать только при повышенной температу. 
ре и поэтому интенсивно размножаются в промышленных и бытовых во- 
допроводных системах. Многие из этих водяных систем, например души, 
джакузи и кондиционеры, способствуют образованию аэрозолей, и инфи- 
цированные капельки легко проникают в легкие через альвеолярные ка- 
налы. По существу, именно изменения в образе жизни людей создали ус- 
ловия, которые благоприятствуют распространению Г[езюпеИа в форме, 
способствующей инфицированию восприимчивых хозяев. Если бы не 
произошло одновременное заражение большого числа людей, этот «но- 
вый» патоген мог бы быть не обнаружен. 

Представители Сатруорас!ег являются главной причиной бактериаль- 
ных пищевых отравлений. Как и в случае с Гезопейа, их способность вы- 
зывать у человека заболевания не была выявлена вплоть до 1970-х годов. 
Этому было несколько причин. Во-первых, заметно возросло число случа- 
ев пищевых энтеритов, которые не были следствием заражения 5а/топе!а, 
но для которых не было выявлено причинного фактора. Многие из этих 
случаев энтерита были связаны с употреблением в пищу кур, и поэтому 
возникали подозрения о возможной бактериальной инфекции. Во-вто- 
рых, СатруоБасег — очень привередливые микроорганизмы, и их лабора- 
торное культивирование требует специальных сред. Только когда число 
случаев энтерита неизвестной этиологии достигло высокого уровня, нача- 
лись интенсивные поиски причинного фактора. Следует отметить, что 
число случаев энтерита нарастало параллельно с ростом потребления ку- 

о _  риного мяса. В свою очередь, растущий спрос на кур привел к разработке 
_ _ способов высокопроизводительного разведения этих домашних птиц, что 
_ _ способствовало широкому распространению Сатруоасег. Опять, как мы 
зменения в образе жизни способствовали изменению в характере 

В я и распространения инфекционной болезни. 

т › обнаруживающихся вирусных болезней вовсе 
и были неизвестны только для западного мира. 
нны странам третьего мира, и, по-ви- 
сс . Однако ряд социальных, 
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чт ли от «лихорадки» прямо «в поле». Дополнительный фактор — нарас- 
“ тающая тенденция проводить отпуск в экзотических местах. В-третьих, 
№ во многих развивающихся странах произошло массовое перемещение 
м А ен, ве ы..- В города, и это способствовало возрас- 
а а т здравоохранительных органов о масштабах рас- 
в пространения инфекций. Наконец, глобальное потепление ведет к тому, 
м \ что многие насекомые-переносчики все болыне перемещаются в более 
чо А цивилизованные страны, которые ранее не являлись ареалом их обита- 
мо ния. Тем не менее существует несколько вирусных заболеваний, причи- 
ей - на которых неизвестна. Например, лихорадка Эбола чрезвычайно ин- 
* у фекционна и почти всегда приводит к летальному исходу. По-видимому, 
И В это заболевание возникло недавно, но почему — неизвестно. Должен су- 
& ществовать резервуар инфекции, но все попытки найти его пока неудач- 
ей, м ы ны. Аналогично, эпидемия СПИДа обусловлена ВИЧ (вирусом имму- 
ы нодефицита человека). Хотя факторы, способствующие распространению 
"актера СПИДа, известны (половой путь), причины появления этой патологии — 
бот все еще остаются предметом споров. 
70-х тада 


илом» Идентификация возбудителей болезни 


ГИе ИЗ УИ Первая и самая главная причина необходимости идентификации мик- 
робного возбудителя болезни у каждого заболевшего пациента — это вы- 


=». бор наиболее подходящего способа лечения. Вторая причина — ‚ ин- 

‚лаборе формации для органов здравоохранения. Например, в любом обществе 
ны постоянно наблюдается не очень высокий уровень пищевых отравлений, 
ве но внезапное увеличение числа заболеваний из-за байтопеЙа уритипит 
ня, НА или вируса гепатита А указывает на какой-то источник, вызывающий 


эпидемию пищевых отравлений, и этот источник следует выявить. 

Первичная идентификация микробной инфекции проводится, как 

° правило, врачом общей практики (терапевтом) на основании симптомов, 

— _ наблюдаемых у пациента. Первичный диагноз может подтвердиться лабо- 

° раторными исследованиями взятых у пациента образцов для анализа. 

у диагноза, сделанного на основании симптомов, достаточно вы- 

‘болезней, которые характерны для данного района, или для тех, в 

врач как специалист хорошо разбирается. Реальную трудность 

ляют именно «экзотические» болезни, с И ыы ты 
р я т! вызыва микробам: 


$ 
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«экзотических» болезней также мо 
ризм (дополнение 3-1). «Экзотически 
путешествий в слаборазвитые стра 


В литературе описано множество вариан- 
тов использования микробов в качестве био- 
логического оружия. В последние годы наи- 
большее внимание общественности (кино, 
литература) обращено на то, что якобы не- 
кие «зловредные» нации заняты массовым 
производством средств биологической вой- 
ный и разработкой способов доставки их с 
помощью ракет («вооружение»). Однако до 
сих пор главная опасность исходит от мест- 
ных террористов. Например, в 1993 г. секта 
«Аум Сенрике» в Японии распылила споры 
сибирской язвы в Токио. В октябре 2001 г. в 
США пятеро умерли и еще 12 человек были 
инфицированы в результате присланных по 
почте спор сибирской язвы. Затем в январе 
2003 г. полиция в Лондоне обнаружила 
«фабрику» по изготовлению рицина, чрезвы- 
чайно сильного токсина из семян клещевины 
(из семян клещевины получают касторовое 
масло). Эти события напоминают всем стра- 
нам о необходимости разработки стратегиче- 
ского плана борьбы с биотерроризмом. 


Таблица ДЗ-1 


Дополнение 3-1 Средства биологической 


гуг иметь своей причиной биотеррь 
е» инфекции могут быть Следствие 


ны. Путем изучения истории недавни; 


Правительство США разделило все воз- 
можные средства биологической войны на 
три категории в зависимости от уровня 
риска (табл. ДЗ-1). Поскольку в индустри- 
ально развитых странах инфекции катего- 
рии А и Б очень редко встречаются, боль- 
шинство терапевтов не способно распо- 
знать симптомы. В США в случае сибир- 
ской язвы диагностике помогло то, что 
жертвы имели контакт с «белым порош- 
ком», что сразу направило расследование 
на поиски химического или биологического 
агента. Даже когда симптомы болезни пра- 
вильно диагностируются, существует еще 
одна проблема — отсутствие стандартных 
методов определения чувствительности 
изолятов (штаммов возбудителей инфек- 
ции) к антибиотикам. В распоряжении ме- 
диков имеется много подходящих антибио- 
тиков для использования против штаммов 
дикого типа (природных изолятов), но есть 
сведения о разработке штаммов, устойчи- 
вых ко всем обычным антибиотикам. 


Примеры 


° _  Могуглегко распространяться и передаваться отчеловека Васиз апёНгас (сибирская язва) 


Уегзиа рез (чума) 


м т ‚высокой смертности и потенциально Напсбейа влагепзб (туляремия) 


Натуральная оспа 
Вирусная геморрагическая лихо- 
ка (например, Эбола, Мар- 
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Район посещения 


аи Денге, вирус Эбола, лихорадка Ласса, малярия, менингит, 
елтая лихорадка, африканский трипаносомоз, брюшной тиф 


р Денге, желтая лихорадка, малярия, брюшной тиф, болезнь 


Лихорадка Денге, малярия, японский энцефалит, вирус Чикунгунья 


58 — - 


% ] Наблюдаемые Инкубационный 
Огло о | 4 симптомы период 
Сыпь Лихорадка Денге, вирус Эбола, Короткий 'Арбовирусы 
брюшной тиф, риккетсии (< 10 дней) Энтеробактерии 
Желтуха — Желтая лихорадка, гепатит, маля- ори ая 
рия, лептоспироз я. ть 
Лимфоаде- Лихорадка Денге, риккетсии, ли- Пятнистая лихорадка 
‚ нопатия хорадка Ласса, ВИЧ Скалистых гор 
| Увеличение Лихорадка Денге, малярия, сыпной Чума 
’ селезенки тиф, брюшной тиф, трипаносомоз Средний Малярия 
Струп Сыпной тиф, боррелиоз, вирус (10—21 день) ее 
°—  ККГЛ (конго-крымская геморра- Бунеев 
Ж6Й-> тическая лихорадка), сибирская  Лептоспироз 
2:4 язва, коровья оспа ре 
; Длительный ирус гепатит 
ние Малярия (> 21 дня) Малярия 
Туберкулез И 
Лихорадка Ласса, вирус Эбола, ВИЧ | 
лихорадка Марбурга, желтая ли- Филяриатоз 
о  хорадка, сыпной тиф, пятнистая 


Диагностические критерии для идентификации «экзотических» болезней. Следует 
что гораздо более важна точная информация о посещении конкретных стран, чем 
о региона в целом. с _ 


являемых симптомов можно сузить круг потенци- 

ЦИИ 8-2); эм 
Е е лаборатории на анализ предостав- 
их проб: кровь, моча, фекалии, 
ляемые требования к результа- 
? ин- 
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БИОЛОГИЧЕСКИЕ ПРОБЫ ПАЦИЕНТА 
[жьсыворота, экссудат, фекалии, ткани) 


ДЕТЕКЦИЯ АНТИГЕНОВ | 
(возбудителя инфекции) _] 


ы Г 


Лабораторная [ЕЫ$А | Амплификация | бы | И. 
культура ПИР тесты 


Рис. 3-3 Типы лабораторных тестов, проводимых для идентификации «экзотических» 
болезней. 


широкий набор тестов (рис. 3-3), особенно если пациент серьезно болен, 
Такое же детальное исследование проводят, если подозревают высокоин- 
фекционные формы, например оспа, чума, сибирская язва; такие анализы 
проводят в специальных условиях высокой изоляции. 

Обнаружение в образце сыворотки крови антител к патогену — хоро- 
ший индикатор недавнего инфицирования искомым микроорганизмом, 
особенно если титр антител растет. Существует два метода обнаружения 
антител. В первом из них исследуется образование иммунопреципитатов 
при смешивании тестируемого образца с подходящим антигеном. Во вто- 
ром — антиген иммобилизуют на твердой поверхности и затем обрабаты- 
вают анализируемой сывороткой. После отмывания от несвязанного бел- 
ка присутствие антитела, связанного с антигеном, определяется добавле- 
нием флуоресцентно-меченного антитела к иммуноглобулину человека. 

Классические методы определения антигенов — это культивирование 
возбудителя инфекции, микроскопия влажных и прокрашенных образцов 
_ и детекция антигенов специфических патогенов методом ЕГ$А (ептуте- 
паке иитипозогоеп( аззау, или ТФИФА — твердофазный иммунофер- 
анализ) или другими иммунологическими методами. Молеку- 

ы, такие как ПЦР, обычно не используются, если только ин- 

‹ ‘угрожает жизни или не распространяется слишком быстро. 
‚две причины. Первая: ПЦР — очень чувствительный метод, и 

ификации очень небольших количеств неспецифич- 

пао‹ И ри: повседневном ис- 


Многие люди знакомы с широко распро- 
страненным в настоящее время использо- 
ванием ДНК-фингерпринтинга для иденти- 
фикации насильников и других преступни- 
ков. Интересно, что аналогичным образом 
анализ ДНК-полиморфизмов в микроорга- 
низмах используется для установления ис- 
точника, взаимосвязей и путей передачи 
конкретного изолята, особенно, есяи это 
связано со злым умыслом (микробная су- 
дебная медицина). 

Один из первых случаев использования 
микробной судебной медицины — исследо- 
вание предположения, что ряд пациентов 
во Флориде заразились ВИЧ при посеще- 
нии дантиста. Подтверждение этому было 
получено в результате сравнения последо- 
вательностей амплифицированных фраг- 
ментов (нуклеиновых кислот) вирусов, об- 
наруженных у пациентов и дантиста. Дру- 


_ я 
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Дополнение 3-2 Типирование патогенов в судебной медицине 


гой заслуживающий внимания пример — 
исследование полиморфизмов в геноме 
спор Вас!из ап гас5, распыленных в Япо- 
нии в 1993 г. сектой Аум Сенрике. Муль- 
тилокусный анализ вариабельных тандем- 
ных повторов показал, что штамм, исполь- 
зованный для атаки биотеррористами, был 
штаммом ${егпе 34Е2, который применяет- 
ся в Японии для профилактики заболева- 
ния животных сибирской язвой. В противо- 
положность этому приведем другой при- 
мер: молекулярные исследования вируса, 
вызвавшего вспышку лихорадки Западного 
Нила в США в 1999 г., показали наличие 
одного и того же штамма у птиц и у лю- 
дей, проживающих в Нью-Йорке. Этот 
штамм обладал большим сходством с изо- 
лятом, обнаруженным у мертвого гуся в 
Израиле, в результате чего был сделан вы- 
вод, что вирус природного происхождения. 


ного ясно, что молекулярные методы имеют ограниченное применение в 
повседневной диагностике, но это весьма ценный инструмент для судеб- 
но-медицинских экспертиз (дополнение 3-2) и в случае эпидемий. 


Молекулярная эпидемиология 


Микробиологи-эпидемиологи проводят мониторинг распространения 


_ _ микроорганизмов, в основном бактерий и вирусов, связанных с инфек- 
°—  ционными болезнями людей или животных, на всех уровнях, начиная от 
единственного хозяина или экосистемы (например, госпиталь) до окру- 
жающей среды в ми м масштабе. На основании эпидемиологических 
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Рис. 3-4 Профили разделения, полученные при флуоресцентном анализе АЕРТ, изоля- 
тов „Мейбзета зопотйоеае. Показано окно размером в 30 пар нуклеотидов (135—165 п. н.). 
ий ы т р ар пиками — размеры фрагментов в п. н. Шкала 
отн а я р показывает единицы флуоресценции. Два верхних профиля 
_ получе ‘изолятов эпидемиологически связанных случаев, а нижний профиль — 
ки идентичного, но не связанного с эпидемией изолята. Пик в районе 


енный на нижнем профиле отлича: 
ет этот штам; г 
я г еб м от двух других, профи 


к: Им 1 
Уф 


делают на методы идентификации ДНК-полиморфизмов 

а) З-аииксамиенык 
было разработано для типи- 
] пространенными являются 
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я мидном геле. При риботипировании детальный анализ генома осуществ- 
Я ляется в области генов 16$ и 235 РРНК и спейсерного района между 
| ними. При мультилокусном сиквенсном типировании внутренние фраг- 
я | менты ряда ключевых для жизни клетки генов (генов «домашнего хозяй- 
| ства») амплифицируют и секвенируют, а затем проводят сравнение по- 
ч следовательностей из различных изолятов. Благодаря большим возмож- 
и | ностям этих методов (при выявлении различий) они используются в 

судебномедицинской практике с целью выявления преступной халатно- 
} сти и для установления связей между вспышками болезней и возмож- 
И ным биотерроризмом (дополнение 3-2). 


й Устойчивость организма-хозяина к инфекции 


| Не все индивидуумы одинаково чувствительны к заражению микроб- 
ными патогенами. Точнее, тяжесть протекания болезни в значительной 
| мере зависит от генотипа хозяина. Например, индивидуумы, которые ге- 
терозиготны по мутантным аллелям, вызывающим талассемию и серпо- 
видноклеточную анемию, гораздо более устойчивы к действию малярий- 
ного паразита. Другой пример влияния хозяйского генотипа: обнаружено, 
что определенные аллели гена, кодирующего хемокиновый рецептор 

_— ССВ5, защищают от ВИЧ-инфекции. 


°—  Внастоящее время идентифицировано множество различных генов че- 


_ ловека, которые имеют определенные аллели, обеспечивающие чувстви- 
_ тельность или устойчивость к патогенам, например семейство генов НГА 


Сс. 140). Из этого следует, что восприимчивость к инфекциям — это 


ИИ 


а: В 


ь. мно > м С Арал: о амецАь 
 патогенност = — 


неровные о 
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принципы бактериальной вирулентности не РТраНИЧИВЕТОТСЯ ТОлЬБЮ ЦА 
ровных животных; они также присущи расти. 


| тенами человека и теплок; тны 
тельным патогенам и бактериям рода Вкофит, которые живут в симбиоз 


| с растениями. 
| За исключением нескольких бакте 
сутствие эукариотических клеток (нап 
| ственным необходимым условием патогенности является контакт между 
ПИ бактерией и местом инфицирования. Бактерии обладают специализиро- 
| ванными факторами, необходимыми для прикрепления к хозяину, кото- 
НУ ‘рые представляют собой ‘либо пили типа ПУ (фимбрии), либо нефимбри- 
альные алгезины. Выявлено лишь несколько типов основных структур 
этих молекул. Существует значительное сходство в последовательностях 
между нефимбриальными адгезинами бактерий НеторйЙиз и МогахеЙа 
(человеческие патогены) и адгезинами растительного патогена ХуеИа. 
| | Аналогично пили типа ПУ бактерий Руеидотопаз аегизтоза, рода Мейзета, 
| | Ифто сво[егае, рода Могахейа и энтеробактерий Е. сой имеют общие струк- 
|| турные и генетические особенности. Например, субъединицы пилина 
| имеют консервативную необычную М-концевую последовательность, ко- 
| торая не имеет классического лидерного участка и которая удаляется спе- 
И цифической лидерной пептидазой. Некоторые из указанных молекул 
имеют метилированные М-концы и обычно содержат пары цистеинов, 
участвующих в образовании межцепочечных дисульфидных связей вблизи 

С-конца. 

Некоторые бактерии способны проникать внутрь клеток. хозяев и реп- 
лицироваться. Для этого нужны специальные детерминанты; называемые 
® факторами инвазии. Эти факторы часто разрушают сигнальные системы 
® хозяина, вызывая тем самым поглощение (интернализацию) бактерии 
клетками, не способными в норме к фагоцитозу, т. е. эпителиальными 
клетками. Два механизма интернализации были открыты, и оба включают 
ре ВирУКрНУЮ. МИМИкрию, Один из этих механизмов включает продукцию 
огов хозяйских белков патогенами. Например, бактерии родов 
га и ‚ба1топеЙа продуцируют тирозинфосфатазы, обнаруживающие 
ТеЛЬНУЮ сиквенсную и структурную гомологию с эукариотическими 
ами. Поскольку в бактериях обычно не происходит фосфорили- 


рий, синтезирующих токсины в от. 
ример, С/озиит Бош тит), суще- 


Г. весьма вероятно, что эти молекулы возникли в процес- 
ии специально, чтобы участвовать в модуляции клеточных 
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Если бактерии не могут избежать атаки молекулами иммуноглобулинов 
тогда они могут синтезировать специфически. : 


е ферменты для разрушения 
последних. Если фагоцитирующая клетка поглощает патоген, то он может 


синтезировать защитные факторы, чтобы выжить в условиях окислитель- 

ного стресса, низкого рН, действия антимикробных защитных пептидов. 
Токсины — наиболее известные бактериальные факторы вирулентно- 

сти. В некоторых случаях они продуцируются, чтобы помочь патогену 


. разрушить мембрану фагоцитирующей вакуоли и попасть в цитоплазму 


хозяина. В других случаях неинвазивный патоген может использовать 
свои токсины, чтобы влиять на освобождение питательных веществ из хо- 
зяина. Опять же существует общность механизмов. В случае грамотрица- 
тельных патогенов растений и животных эти токсины доставляются в 
клетки хозяина с помощью пилей типа ГУ, описанных ранее, или белко- 
вым комплексом системы секреции Ш типа. Из 20 белков, участвующих в 
системе секреции типа Ш, по крайней мере, девять сохраняются в различ- 
ных бактериальных штаммах и, по-видимому, представляют собой «коро- 
вые» (основные) компоненты аппарата секреции. Точно так же существу- 
ет лишь несколько типов токсинов, несмотря на болышое число различ- 
ных мишеней хозяев. Широким набором грамотрицательных бактерий 
продуцируется семейство токсинов ВЛХ (гереа{$ ш {юх!15). Эти токсины 
делятся на две категории: гемолизины, которые влияют на разнообразные 
типы клеток, и лейкотоксины, которые гораздо более специфичны к клет- 
кам и организмам. Характеристики этих токсинов и соответствующих ге- 
нов приведены в табл. 3-4. Другие факторы вирулентности, которые легко 
выявляются во время осуществления проектов по секвенированию гено- 


_ мов, — это белки, участвующие в связывании железа и синтезе антибио- 


тиков. Железо существенно для вирулентности, но никогда не бывает сво- 
а цитоплазме или внеклеточном матриксе. В случае антибиотиков 
я факторов, по-видимому, заключается в подавлении других бак- 
‘которые могут конкурировать за питательные вещества, выделяе- 


результате разрушения клетки хозяина. 


Четыре гена, обозначенные в порядке транскрипции ГС, ИхА ихВ, пхо 
: - и содержит тандемно повторяю щийся нона- 
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| Сравнительная генетика может быть использована для узнавания де. 
| лентности во ВНОВЬ секвенированном геноме организиа, 
| но существенную гомологию с хорошо охарактеризованны. 
Ми генами вирулентности других организмов, по-видимому, также связа. 
| ны с вирулентностью. Однако следует проявлять острожность в случае го. 
И, мологии с «предполагаемым» геном вирулентности, поскольку многие из 
таких генов, как оказывается впоследствии, не играют никакой роли вин- 
т фекции. Другой индикатор: присутствует ли продукт гена в вирулентных 
И штаммах, но при этом отсутствует в невирулентных или менее вирулент- 
| ных изолятах тех же штаммов. Указанием на возможную роль в вирулент- 
$ 

В | | ности может быть наличие в продукте гена множества аминокислотных 


Й: 
| | | замен у различных изолятов. 


Ш Островки патогенности 


| Тот факт, что неродственные патогены используют очень сходные ме- 
| : ханизмы для проникновения в хозяина и что существует значительная 
| белковая гомология для каждого типа детерминант патогенности, застав- 
И ляет предположить, что существует широкий горизонтальный перенос 
И тенов вирулентности. Подтверждением этому служит обнаружение ост- 
| | ровков патогенности (РА|5) в грамположительных и грамотрицательных 
| бактериях, геномы которых были полностью секвенированы. РАЗ — 
большие хромосомные районы (35—200 тыс. п. н.), кодирующие не- 
сколько кластеров генов вирулентности, которые присутствуют во всех 
патогенных изолятах и обычно отсутствуют в непатогенных изолятах. 
Часто их можно узнать в последовательностях генома по тому, что в них 
содержание С+С отличается от такового в остальной части генома. Осо- 

бый интерес вызывает наблюдение, что РА кодируют интегразу, флан- 
кированы прямыми повторами и находятся в бактериальной хромосоме 

_ рядом с генами ТРНК. В этом отношении РА] напоминают умеренные 
бактериофаги и могли быть приобретены новыми хозяевами в результате 
трансдукции или через коньюгативные транспозоны. В некоторых случа- 
ях РА1б расположены в плазмидах и, по-видимому, попадают туда в ре- 
зультате вырезания из хромосомы и интеграции в «авирулентную» плаз- 
_мид} ходяшуюся в той же клетке. Примеры азмид, несущих РА 
ны в 5/4зеЙа, видах Уегзйа и Васи апйтасв. Посл 
й едний 

поскольку основная 


Н 
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мер, биохимическая ха’ 
В етироваси ыы профили) и ДНК- 
малую часть всего генома. Для полного анализа еек 
вать все теномные ДНК изучаемых организмов, включая плазмиды. ет 
А о т однако чрезвычайно трудоем- 
нь мо один геном и использовать 
О понезювая пы нструирования ДНК-чипа, который 
ределения наличия или отсутствия генов 
в других родственных геномах. Для сравнения штаммов выделяют то- 
тальную ДНК, метят флуорофором и проводят гибридизацию с микро- 
чипом. Различные геномы можно сравнивать путем мечения образцов 
ДНК различными флуорофорами. Образцы ДНК смешивают и после 
гибридизации сравнивают интенсивности двух флуорофоров для каждо- 
го локуса, представленного на микрочипе (см. гл. 2). Недостаток этого 
метода заключается в том, что он может детектировать только делеции в 
штамме по отношению к штамму сравнения, ДНК которого использова- 
лась для конструирования микрочипа. 

Большое число сравнительных анализов было сделано либо на различ- 
ных штаммах одних и тех же видов, либо на различных видах одного и 
того же рода бактерии (дополнение 3-3). Эти анализы показали, что суще- 
ствует широкая консервативность последовательностей, но при этом 
внутри рода или вида может быть 5—25% ДНК, уникальной для каждого 
изолята. Например, каждый из двух различных клинических изолятов 
НейсоБасег руо"т имеет 7% уникальной ДНК, а различные серовары 
ба[топейа имеют 10—12% уникальной ДНК. В большинстве случаев эта 
‘уникальная ДНК разбросана по всему геному и не представлена больши- 
ми блоками ДНК (за исключением случаев наличия РА! в вирулентных 
штаммах в отличие от авирулентных штаммов). Сравнительный анализ 
штаммов особенно полезен при изучении возникновения новых заболева- 


_ ний и новых фенотипов заболеваний (дополнение 3-4). 


_ Присутствие такого большого количества уникальной ДНК в раз- 


о личных штаммах должно вызвать два вопроса. Первый — какова 


нкция уникальной ДНК, а второй — как возникла эта вариабель- 
ма? Практически нет сомнений, что уникальная для кон- 
олятов ДНК кодирует гены, которые способствуют более 

‘колонизации изолятами занимаемой ими ниши. Напри- 


й. Следует отметить, 


ме! _ участков 
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Бацилла Кальметта-Герена (или ВСС) — 
единственная вакцина, используемая в на- 
стоящее время для предотвращения тубер- 
кулеза (ТБ). Она была создана в начале 
1900-х годов путем аттенуации вирулент- 
ного штамма МусоБасепит Боуб в резуль- 
тате ряда пересевов. Ее впервые примени- 
ли в 1921 г. для вакцинации новорожден- 
ного ребенка, мать которого умерла от ТБ, 
и он должен был жить с бабушкой, стра- 
дающейся от той же болезни. До самого 
конца жизни этот человек не болел ТБ. В 
последующие 6 лет еще 969 детей были 
вакцинированы, и их смертность от ТБ со- 
ставляла только 10% от аналогичного по- 
казателя контрольной группы. В результате 
в 1928 г. Лига Наций рекомендовала по- 
всеместно использовать вакцинацию ВСС. 


М. Б0у5 
1908 — КБ! 


Дополнение 3-3 Геномные вариации штаммов туберкулезной вакцины 


ВСб широко применяется в наше время во 
всем мире, но ее эффективность широко 
варьирует. 

Одно из возможных объяснений вариа- 
ции эффективности вакцины — появление 
генетических различий из-за многообразия 
условий хранения и культивирования. На- 
чиная с 1940-х годов были замечены раз- 
личия в культуральных свойствах изолятов 
ВСС, поддерживаемых различными произ- 
водителями вакцины. Геномный анализ по- 
зволил идентифицировать по крайней мере 
семь генетических событий, которые при- 
вели к появлению вариаций штаммов ис- 
пользуемой в настоящее время вакцины. 
Эти генетические события включают деле- 
ции, дупликации и однонуклеотидный по- 
лиморфизм (рис. ДЗ-3). 


РОВ и 15° 


Соппаие ВЕ 
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СЛахо 


потерю последователь- 
гикации. Однонуклеотид- 
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ополнение 3-4 Очерки истории происхождения метициллин- 
устойчивого штамма 5{арпу!ососсиз аигеиз (метициллин- 
устойчивого золотистого стафилококка, МВ$А) и эпидемия 
синдрома токсического шока 


Первое сообщение о штаммах МВ$А 
появилось в 1961 г. сразу после того, как 
метициллин был введен в клиническую 
практику. Были выдвинуты две совершен- 
но разные гипотезы, объясняющие проис- 
хождение штаммов МВ$А. Наличие гена 
тесА (пенициллинсвязывающего белка) в 
различных штаммах рода 5. аигеиз$, а так- 
же данные, указывающие на возможность 
горизонтального переноса в лабораторных 
условиях гена тес, позволяют выдвинуть 
гипотезу, что МА$А возникал независимо 
много раз. Данные, полученные в резуль- 
тате исследования МВ$А методом ПДРФ 
(ВЕЕР) с использованием зондов, компле- 
ментарных гену тесА, напротив, говорят в 
пользу того, что чувствительный штамм 
5. аигеиз приобрел ген тесА, получился 
МВА, а затем произошли генетические 
изменения. Сравнительный анализ гено- 
мов показал, что штаммы 5. аигеиз пре- 
вращаются в МВ5$А, когда они получают 
большой (21-67 тыс. п. н.) генетический 
элемент, известный как «стафилококковая 
хромосомная кассета» тес ($ССтес). Этот 
уникальный генетический элемент не со- 

ержит ни фаговых генов, ни генов транс- 
позаз. В то же время он кодирует две ре- 
| комбиназы, которые способствуют инте- 
| грации и вырезанию элемента в опреде- 
| ленных районах хромосомы. Три различ- 
| ных типа 5ССтес были идентифицирова- 
штаммах МЕЗА, а два других — в. 

из и 5. Ротипв. Это сильный 
в пользу того, что штаммы МЕЗА 
многократно и независимо пу- 


зая, <: 


В 1970-х годах возникла связанная с уро- 
генитальными инфекциями эпидемия син- 
дрома токсического шока (155) у женщин, 
пользующихся новым типом тампонов. Это 
вызвало дискуссии относительно того, была 
ли эпидемия вызвана изменением в окру- 
жающей среде (тампон) или быстрым гео- 
графическим распространением нового ги- 
первирулентного штамма. Был предпринят 
сравнительный анализ геномов ряда Т55- 
штаммов 5. аигеиз, взятых выборочно из 
различных частей света и дающих одинако- 
вые картины при мультилокусном энзимном 
электрофорезе. Геномный анализ показал, 
что несмотря на наличие у всех этих штам- 
мов общего предка, они, тем не менее, ге- 
нетически не идентичны, и последний из 
предшественников не очень близок к на- 
стоящему времени на шкале эволюции. Эти 
данные указывают на то, что эпидемия была 
вызвана изменением в окружающей среде 
(новым тампоном), а не быстрым межкон- 
тинентальным распространением нового ги- 
первирулентного штамма (Т5$). 

В противоположность описанным выше 
исследованиям, сравнительный анализ ге- 
номов штаммов $#ерюсоссиз группы А се- 
ротипа М18, ассоциированных с наблю- 
давшейся в течение 13 лет острой ревма- 
тической лихорадкой в центральной и за- 
падной части США, показал, что штаммы 
являются практически генетически идентич- 
ными. Поскольку изоляты содержали мно- 
гочисленные мобильные генетические эле- 
менты, то это наблюдение позволяет пред- 
положить, что они имели генетическую 


пьного переноса гена тесАв == конфигурацию, оптимальную для индукции 


ревматической лихорадки у человека. 
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И Борьба с инфекционными заболеваниями 


| Обычный путь лечения бактериальных и грибковых заболеваний — при- 
| менение антибиотиков. Хорошо известно, что некоторые микробы быстро 
приобретают устойчивость к используемым на данный момент антибиоти- 
И кам, и это значит, что существует постоянная потребность в новых анти- 
УВ биотиках. Удивительно, что устойчивость некоторых клинических изолятов 
| была обнаружена даже к недавно (в течение последних 25 лет) введенным в 
клиническую практику оксазолидинонам, относящимся к новому классу 
антибиотиков. Традиционным путем получения новых антибиотиков явля- 
ется скрининг природных изолятов микробов, но более предпочтительный 
в настоящее время подход — идентификация новых клеточных мишеней и 
скрининг химических библиотек в поисках веществ с ингибиторными 
свойствами. Как будет показано далее, геномика способствует разработке 
методов для идентификации ключевых генов, участвующих в патогенезе, 
| которые могут служить подходящими мишенями для новых антибиотиков. 
| В то время как антибиотики используются для лечения инфекций, вак- 
| цины предназначены в первую очередь для предотвращения инфекций. 
Эффективная вакцина против бактериального патогена обеспечит защиту | 
независимо от наличия у бактерии устойчивости к антибиотикам, и это | 
демонстрирует преимущества предупреждения болезни по сравнению с ее 
лечением. Вакцина работает путем создания гуморального и/или клеточ- 
ного иммунитета, который предотвращает развитие болезни при воздей- 
ствии соответствующего патогена. Это ‘достигается путем предоставления 
| иммунной системе подходящих антигенных детерминант, имитирующих 
каким-либо образом природные инфекции. Обычные вирусные вакцины 
состоят из инактивированных, вирулентных штаммов или живых аттенуи- 
рованных штаммов, но при этом существуют некоторые проблемы. На- 
пример, многие вирусы не способны расти до высокого титра в культуре. 
тканей (например, вирус гепатита В). Кроме того, существует опасность 


случаев наблюдается 1—2 на каждый миллион 
›-вакцину. Для создания ва -кандидатов, не 
с ды геномики'и 
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№ 
м мо убивают мышей, ато-мутанты не способны на это даже в дозах, в мил- 
м \ ри ие кань выше. Однако мутантные штаммы 
Ъ их ирующиеся инфекции у мышей и могут 
м быть обнаружены в небольших количествах в таких органах, как печень и 
у де % селезенка. Такие аттенуированные штаммы 5а/топейа урититит могут 
к С выступать в роли носителей гетерологичных антигенов, поскольку могут 
Щл доставляться пероральным путем и стимулировать гуморальный, секре- 
бон, торный и клеточный иммунные ответы. Другой исследованный аттенуи- 
а рованный хозяин — вакцинный штамм Мусобасенит оу бациллы Каль- 
а метта—Герена (ВСО). 
мы, Еще один метод аттенуирования бактериального патогена для исполь- 
та зования в качестве вакцины был продемонстрирован на примере Иво 
их О, спо[ега. Энтеротоксин, продуцируемый этим организмом, имеет две субъе- 
опа диницы: А и В. Методами генной инженерии домен А! субъединицы А 
тиб был делетирован. Результирующий штамм продуцирует иммуногенную В- 
субъединицу холерного токсина, но не способен продуцировать необхо- 
НИЯ ры димую А-субъединицу и, как было показано во время клинических испы- 
печит таний, является безопасным и иммуногенным. Без сомнения, секвениро- 
и вание полных геномов позволит идентифицировать другие гены, которые 
тИКам, 1 можно делетировать в патогенах с целью создания аттенуированных 
равнениюсе штаммов, не способных ревертировать (к исходному состоянию). 
и/или клете Секвенирование геномов стимулировало еще один подход к разработке 


вакцин, который можно продемонстрировать на примере менингококков 

группы В. Экспонированные на поверхности этих бактерий белки прояв- 

ляют широкую вариабельность, что затрудняет выбор кандидатов для вак- 

цин. Анализ последовательности менингококкового генома позволил 

идентифицировать более 500 белков как потенциальных протективных 

антигенов. Гены более 350 таких антигенов были клонированы в Ё. сой, 

‚ антигены экспрессированы и очищены, а затем использованы для имму- 

< низации мышей. Сыворотка, полученная от этих мышей, позволила иден- 

° тифицировать белки, которые экспонированы на поверхности менинго- 

_—  кокка, консервативны для широкого набора штаммов и способны инду- 
овать синтез бактерицидных антител (вызывают иммунный ответ). 

‹омбинантные вирусы также могут быть использованы в качестве 


ем. 


‘ 


‘для экспрессии гетерологичных антигенов и являются, таким 
ивыми вакцинами (табл. 3-5). Первый вирус животных, 
4 Я увнумсат © УЗИ ря по 
х № 


бинантными вирусами 
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использованный для таких целей, — коровья оспа, под ие 
нялся как нерекомбинантная вакцина, обеспечива ри: овременно 
защиту от натуральной оспы. Вирус коровьей оспы — о нно привлека. 
телен в качестве переносчика вакцин, поскольку очень устойчив к лиофи- 
лизации, его производство дешево и он легко вводится через царапину на 
| коже пациента. Наиболее успешно проведенная к настоящему времени 
| кампания по вакцинации с применением рекомбинантного вируса вклю- 
чала использование рекомбинантного вируса коровьей оспы, экспресси- 
рующего гликопротеин вируса бешенства. Вакциной иммунизировали по- 
пуляцию диких лис в Центральной Европе путем разбрасывания прима- 
нок с вирусом. Эпидемиологический эффект был поразительный. После 
трех кампаний по вакцинации вспышка бешенства, наблюдавшаяся в 
Швейцарии в течение двадцати лет, внезапно закончилась, и болезнь поч- 
ти исчезла в Бельгии. Хотя вирус коровьей оспы может быть легко превра- 
щен в новые вакцины-кандидаты, он обладает тем недостатком, что поро- 
ждает неприемлемо высокий риск неблагоприятных реакций. По этой 
| причине в качестве векторов начали разрабатывать другие классы виру- 
| сов, такие как аденовирус и альфавирус. 

Несмотря на описанные выше успехи в создании рекомбинантных вак- 
цин, лишь некоторые из них разрешены к применению на людях. Одна из 
таких рекомбинантных вакцин, нашедшая наиболее широкое примене- 
ние, обеспечивает защиту от вируса гепатита В. Она состоит из поверхно- 
стного антигена вируса гепатита В, который экспрессируется в дрожжах и 
образует вирусоподобные частицы. Поскольку ни дрожжи, ни вирусопо- 
добные частицы не могут реплицироваться в человеческом организме, 

вакцина является слабым иммуногеном. Тем не менее анализ затрат и вы- 
год (анализ всех «за» и «против») позволяет сделать вывод, что вакцини- 
ровать против гепатита В тех, кто подвержен риску оказаться в контакте с 
_ больными, выгодно. Чрезвычайно возросшая опасность биотерроризма 
® _ После событий 1 сентября 2001 г. заставляет заново пересмотреть вопрос 
®— © разработке и использовании рекомбинантных вакцин. Смерть неболь- 
о _ Шого числа индивидуумов в результате неблагоприятных (аллергических) 
_ реакций на вирусную вакцину безусловно предпочтительней, чем широ- 
д итабное заражение населения высокоинфекционными патогенами, 

ми | ь летальный исход! 
мунная с ы гывает антитела в ответ на узнавание белков 
ихся в патогенах. В приведенных выше 
о ом вакцины, вводимой в хозяй- 
иммунный ответ белок. Введение 
ответа. Но если при 


< 
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кий диапазон применения, возможность легко получать вакцину в боль- 
шом количестве, а также возможности использования последовательно- 
стей ДНК бактерий, о которых известно, что они способны стимулиро- 
вать иммунную систему, и возможность лечения болезней, которые уже 
получили «статус» хронических инфекций. 


мы Геномика и разработка новых антибактериальных препаратов 


Устойчивость микробов к антибиотикам — основная проблема общест- 
венного здравоохранения. Существует два типа устойчивости: приобретен- 
ная и природная. Приобретенная устойчивость возникает в результате му- 
тации или приобретения плазмиды с генами, кодирующищими ферменты, 
которые модифицируют антибиотики и делают их неэффективными. При- 
родная устойчивость закодирована в хромосоме, и наиболее распростра- 
ненная форма — наличие множества генов для работы системы выведения 
антибиотика. Секвенирование всего генома показало, что такие системы 
широко распространены в бактериях, и внутри одного изолята организма 
может существовать полный набор систем выброса (рис. 3-5). Из-за широ- 
кого распространения этих систем некоторые фармацевтические компании 
инициировали программы поиска соответствующих ингибиторов. 

При обсуждении клеточных функций, которые могли бы служить ми- 
шенями для антибиотиков, следует иметь в виду результаты геномного 
анализа, который показал, что микробные гены можно разделить на четы- 
ре типа: 

1) консервативные гены, присутствующие в большинстве живущих ор- 


_ ганизмов; 


2) гены, консервативные внутри определенного филогенетического цар- 


_  Ства;. 


2 + 
2 


_ 3) гены, консервативные в пределах отряда или семейства; 


— 4) гены, специфичные для конкретного организма. 


"ИЗ тненны 


ПААЗЗиг.» „оитт 
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оратории 
антибиотиков, в то время как другие три типа © ` НУЖНЫЙ уро. 
вень селективности. Анализ теномных последовательностей показывает, 
что около 25% бактериальных генов необходимы дв роста на богатой пи. 
тательной среде. Из них 40% не имеют аналогов в организмах млекопитак. 
щих, и продукты их генов — потенциальные мишени для новых антибиоти- 
ков. Если они присутствуют в большинстве бактерий, то могут быть исполь- 
зованы для полбора антибиотиков широкого спектра действия. В противном 
случае они могут быть мишенями для антибиотиков с более узким спек- 
тром действия. Для обеспечения максимальной специфичности можно вы- 
брать в качестве объекта важнейший (существенный) путь или белок, кото- 
рый присутствует лишь в очень ограниченной группе бактерий. Примерами 
таковых служат ферменты, участвующие в липогенезе и липолизе, а также 
новые богатые глицином белки, обнаруженные в Мусобасенит ифегсиояб. 
Преимущество последнего подхода состоит в том, что если подходящий ан- 
тибиотик идентифицирован, его использование следует ограничить не- 
большим числом клинических показаний, что минимизирует случаи непра- 
вильного применения и связанное с этим развитие устойчивости. 

Один из недостатков большинства антибиотиков заключается в том, 
что они убивают как вредные, так и полезные бактерии. Яркий пример 
тому — гибель микрофлоры кишечника в результате применения анти- 
биотиков широкого спектра действия, которая может сопровождаться не- 
желательной грибковой колонизацией. Поскольку антибиотики оказыва- 
ют бактерицидное действие, существует очень сильное селективное давле- 

° ние на выработку устойчивости к антибиотикам. Альтернативным 
подходом может быть выбор в качестве мишеней белков, которые необхо- 
димы для вирулентности, но не для роста. Это дало бы дополнительное 
преимущество, заключающееся в меньшей вероятности существования у 
организмов млекопитающих мишеней-аналогов. Следовательно, риск 
возникновения проблем токсичности был бы гораздо ниже. Как обсужда- 
лось ранее, в бактериях имеется много различных детерминант вирулент- 
ности: токсины, адгезины, инвазины и др. Однако, вероятно, существует 

еще больше генов, которые существенны для вирулентности и могут слу- 
гь хорошими мишенями при антибиотикотерапии. Ряд различных под- 
Фыл использован для идентификации этих детерминант вирулент- 
одробнее обсуждены три из них: технология экспрес- 
ьной флуоресценции и мутагенез 

5е4 пи{арепез!). 
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ДНК из 5а/топеа 


Разрезание В! П 
и лигирование 


у 
Перенос в йуА-штамм ба/топе/а 
Рост в присутствии тимина 


Выделение патогена на питательной 
среде + тимин + Х-ва1 


Белые колонии Голубые колонии 
{ВУА экспрессирует- 1ВУА экспрессиру- 
АВА, КояО ся с промотора, актив- ется с промотора, 


НОГО ТОЛЬКО 1 УМО активного {7 уйто 


ПУБННО‹ | 
ПОТИАОм Хан | 
_ Рис. 3-6 Основной принцип ГУЕТ. См. подробности в тексте. 
З9Т азикАИкыя гк 
ва Вы вы 3-6). Это слияние оперонов было осуществлено в век- 
ше Встраивание конструкции в ДНК патогена по сайту 
получению пула (набора) транскрипционных слияний, 
моторами, присутствующими в клонируемой ДНК. 
ий переносится в штамм патогена, у которого делети- 


ЗПУА и селекция производится по их интеграции в хро- 
У ный для инфицирова- 


Е 
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нием ДНК осуществляют идентификацию этих генов, которым принад- 


лежат обнаруженные промоторы. ] 
Система ГУЕТ первоначально разработана для изучения мышиной мо- 


дели брюшного тифа. Со времени своего первого упоминания эта система 
нашла применение в исследовании широкого набора грамположительных 
и грамотрицательных организмов, включая «трудные» организмы, такие 


как Мусорасетит. 


Дифференциальная индукция флуоресценции , 


Это другой путь идентификации промоторов, контролируемых внешни- 
ми условиями. Он был изначально разработан для облегчения идентифика- 
ции генов байиопе/а, которые дифференциально экспрессируются в макро- 
фагах. Фрагменты ДНК из байтопейЙа встраивали рядом с лишенным про- 
мотора геном зеленого флуоресцентного белка (СЕР — этееп Йчогезсенй 
рго{ей) и возвращали в клетки За/топейа, которую затем использовали для 
инфицирования макрофагов. Ставшие флуоресцентными клетки обнару- 
живали методом сортировки флуоресцирующих клеток (ЕАС5), а затем вы- 
ращивали на среде в отсутствие макрофагов. Бактерии, которые не флуо- 
ресцировали вне клеток, были отобраны и использованы для второго «ра- 
унда» инфекции макрофагов. Бактерии, все еще способные генерировать 
флуоресцирующие макрофаги, как оказалось, содержат слияния с СЕР, ко- 
торые были активированы внутриклеточной средой макрофагов. 


И Мутагенез методом мечения маркером 


Это вариант транспозонового мутагенеза, который использовался для 
идентификации генов вирулентности бактерий. Основной принцип — 
создание с помощью транспозонов большого числа различных мутантов 
патогенного организма и выявление среди них тех, которые могут выжи- 
вать 1 уйго, но не т уо: при сканировании всего генома выявляются ге- 

цифичные для выживания в определенной среде. Можно было бы 
ь каждый мутант индивидуально, но это трудоемко и потре- 

ого ‘числа животных. С использованием мутагенеза, ос- 
‘мечении маркером, можно анализировать большое число 

и том же животном. Это дости- 


Вы 
маркером» было впервые 
У 5. уритимит с ис- 

ки (рис. 3-7). «Мар- 
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Конструирование 10! олигонуклеотидных 
маркеров со структурой 
(МЮ» 


* 
\ 
ь 


Встраивание маркеров внутрь транспозона Ти5, 
_находящегося в плазмидном векторе 


Трансформация клеток Е.сой плазмидами, содержащими 
«маркированный» транспозон, отбор канамицин-устойчивых 
клонов. Индивидуальные трансформанты не 
выделяются, а хранятся в виде смеси 


Передача плазмид путем коньюгации в клетки 5айтопейа 

и отбор клеток, в которых произошла транспозиция 
с участием маркированного транспозона. Каждая из канамицин- 
устойчивых клеток должна содержать индивидуальный маркер 


ЗЗЕЗЕЕЯЯРЕ 


ы 


Поместить каждый из индивидуальных кана 
устойчивых клонов, содержащий один" 

из множества различных маркеров, в одну 
из 96 ячеек (8х12) микротитровальной плашки 


Объединенной смесью из 96 клонов инфицировать мышь. 
После того, как инфекция установилабь, снова 
выделить канамицин-устойчивые клетки 
из мыши. Экстрагировать ДНК. 


Провести скрининг ДНК из изолятов мышей и определить, 
какие сиквенсные маркеры отсутствуют по отношению к тем, 
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ътуральные среды. Из полученных бактерий выделял 
ДНК, и с помощью ПИР амплифицировали и Те по. 
следовательности, которые присутствуют в первон ое еси бакте- 
рий, но отсутствуют в конечных смесях, выделенны р ве ьтуральных 
сред, указывают на мутации в генах, существенных 5 рулентности, 
Таким образом, были идентифицированы 28 различных мутантов с атте- 
нуированной вирулентностью, причем некоторые из них указывали на ра- 
нее не охарактеризованные гены. 

Принцип мутегенеза методом мечения маркером широко используется 
для анализа детерминант патогенности у разных микроорганизмов, вклю- 
чая бактерии и грибы. 


селезенки на кул 


Борьба с грибковыми инфекциями 


Грибы как эукариоты гораздо ближе к человеческому организму, чем } 
бактерии. Действительно, некоторые белковые компоненты клеток дрож- 
жей и человека функционально взаимозаменяемы. К таким белкам отно- 
сятся те, что участвуют в цикле клеточного деления, в развитии реакций 

. на стресс, в регуляции генов, в локализации белков, в метаболизме и в 
синтезе АТР. Важным следствием этой близости является то, что трудно 
выявить существенные различия между дрожжевыми и человеческими 
клетками с тем, чтобы можно было бы найти хорошие мишени для проти- 
вогрибковых препаратов. Тем не менее грибы используют факторы виру- 
лентности (табл. 3-6), сходные с описаными ранее для бактерий (см. 
с. 97), и поэтому подходы, применяемые для борьбы с бактериальными 
инфекциями, также применимы при грибковых заболеваниях. 


Таблица 3-6 Некоторые факторы вирулентности, найденные в грибах 
Фактор вирулентности Примеры 5 
и 94 Глиотоксин Азрегуиз ит/даиз 
Последовательности, о ‹одные с агглютинином Сапа, ин- 


лок НМ/р1, который прикрепля- 
человека 
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Таблица 3-7 Статистические данные Всемирной организации 
здравоохранения по некоторым протозойным инфекциям 


Болезнь Число случаев в мире Число людей в группе риска 
Малярия 300-500 млн 2400 млн 

Лейшманиоз 12 млн 350 млн 

Болезнь Чагаса (американ- 18 млн 100 млн 


ский трипаносомоз) 


Сонная болезнь(африкан- 300-500 000 60 млн 
ский трипаносомоз) 


ам 3 млн человек в год! Отсутствие принимаемых мер иллюстрируется 
ток З& тем фактом, что из 1400 новых лекарств, разработанных за последние 
дих. 25 лет, менее 1% предназначены для лечения протозойных инфекций. 


Отчасти это объясняется тем, что протозойные болезни характерны в 
основном для малоразвитых стран. Однако малярия была распростра- 
нена в США и Европе, включая Великобританию, в конце ХХ и нача- 
ле ХХ вв., и может снова вернуться в случае глобального потепления. 
Другая причина бездействия — неправильные представления о биохи- 
мии паразитов. Однако значительный прогресс, достигнутый в секве- 
нировании геномов ряда протозойных патогенов, и полученная в ре- 
зультате информация предоставили новые возможности для борьбы с 
этими болезнями. 

При разработке стратегии борьбы с инфекционным заболеванием 
возникает вопрос выбора между предупреждением (вакцинация) и ле- 
чением (антибиотики) болезни. В случае болезней, распространенных 
в развитых странах первый подход, без сомнения, предпочтителен, 
поскольку меньшая нагрузка приходится на системы первичного зве- 
на здравоохранения. При разработке вакцин против протозойных ин- 
фекций первой «на очереди» стоит малярия. Во-первых, болезнь про- 
ходит через несколько различных стадий в человеческом организме 
(дополнение 3-5), и на каждой стадии паразит экспрессирует различ- 
‘ные антигены. Таким образом, вакцина, эффективно уничтожающая 
_ паразитов на «печеночной» стадии, может не препятствовать росту па- 

| ) $: в крови. Во- норы индивидуальный клон па- 
й гена вариабельного по- 
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Дополнение 3-5 Жизненный цикл малярийного паразита 


Инфицированный комар, кусая человека, 
впрыскивает в его кровоток спорозоиты. По- 
следние через кровь попадают в печень, где 
инфицируют гепатоциты. Через 8-25 дней, в 
зависимости от типа малярийного паразита, 
спорозоиты созревают до инфекционных тка- 
невых шизонтов. Эти шизонты высвобождают 
в кровоток 20-30 тыс. мерозоитов, которые 
инфицируют эритроциты. Цикл бесполой ре- 
пликации затем продолжается в эритроцитах 
каждые 48-72 ч до тех пор, пока не начнет- 
ся лечение, не выработается иммунитет или 
не наступит смерть. Синхронное высвобож- 


Зигота 
Мужские и 
женские гаметы 


дение зрелых мерозоитов из эритроцитов 
совпадает с внезапным приступом периоду, 
ческой лихорадки и озноба, характерных Для 
болезни. Некоторые мерозоиты развиваются 
в мужские или женские гаметоциты, но пре. 
вращения в гаметы и последующего оплодо. 
творения не происходит, пока гаметоциты не 
будут захвачены комаром во время высасы. 
вания крови. В организме комара зигота раз. 
вивается в ооцисту, которая разрывается с 
выделением спорозоитов. Последние пере- 
мещаются к слюнным железам и готовы к 
передаче новому хозяину — человеку. 


порозоиты 


Клетки 
печени 
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быть идентифицированы аналогично тому, как это было описано ра- 
нее для бактерий (с. 104). Уже идентифицировано большое число бел- 
ков, которые, вероятно, экспонированы на поверхности. Проблема те- 
перь состоит в идентификации тех из них, которые обладают ограни- 
ченным антигенным разнообразием и экспрессируются на более чем 
одной стадии жизненного цикла. 

Прогрессу в разработке новых антибиотиков для лечения протозой- 
ных инфекций способствовало секвенирование генома органеллы, 
уникальной для некоторых из этих патогенов. Эта органелла (так на- 
зываемый апикопласт) найдена у таких человеческих патогенов, как 
Разтоит (малярийный паразит), Тохор!азта и Сгузюзрот ит. Она 
представляет собой пластиду типа хлоропласта, и неудивительно, что 
многие ее гены (как показал анализ ее генома) обладают прокариот- 
ными свойствами. Это объясняет чувствительность паразитов, содер- 
жащих апикопласты, к антибиотикам, которые действуют на бактери- 
альную транскрипцию и трансляцию, т. е. к рифампицину и докси- 
циклину. Некоторые метаболические пути апикопластов были 
выявлены на основании сиквенсных данных. Они тоже характерны 
больше для бактерий и растений, чем для клеток млекопитающих. Это 
обеспечивает новые мишени для разработки лекарств. 

Изопреноиды — важнейшие липиды, в том числе холестерин и ко- 
энзим О (убихинон). Они синтезируются путем конденсации изопен- 
тенилдифосфата. У млекопитающих изопентенилдифосфат синтезиру- 
ется из мевалоновой кислоты, а в бактериях и растениях — через 1-де- 
зокси-О-ксилулозо-5-фосфат (РОХР). Геномный анализ показал, что 
геном апикопластов кодирует два ключевых фермента получения 
РОХР: РОХР-синтазу и РОХР-редуктоизомеразу. Антибиотик фози- 
домицин ингибирует РОХР-редуктоизомеразу и, следовательно, дол- 
жен быть эффективен против малярийного паразита, в то время как 

ингибитор пути синтеза мевалоновой кислоты не должен оказывать 
°— никакого эффекта. Это действительно так. Геном апикопластов также 
_ кодирует синтазу жирных кислот И типа, в то время как клетки мле- 


_  Тибированию триклозаном 
=&т ) мышам, зараженным малярией, приводит к полному унич- 
итов, не оказывая вредного воздействия 

и; маст 


ы и Гезйт 
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м 
одну седьмую от гено авеенено 
лее 60 белков, участвующих в синтезе витам . рые муха не 


получает из своей ограниченной кровью оны ,- качестве 
мишени продукты этих генов или другие белки Иез1езиот!иа, можно 
ивать муху цеце. 

_ ый ра кии насекомых бактерия — Иоасна 
В рамках проекта по секвенированию генома Опсйосегса уоших — филя- 
риозного червя, вызывающего «речную слепоту» (онхоцеркоз) — случайно 
была определена последовательность генома И’о/рас#!а Присутствие бак- 
терии Ио[асйа, по-видимому, крайне важно для выживания Отсйосегса, и 
это, возможно, позволит разработать новые лекарства для лечения филя- 
риатоза. 


Разработка противовирусных препаратов 


Эффективные вакцины позволили ликвидировать или контролиро- 
вать распространение ряда опасных вирусных патогенов, таких как 
оспа, корь, свинка, краснуха. Этот подход оказался неприемлем в слу- 
чае других болезней, вызываемых такими вирусами, как ВИЧ, вирус ге- 
патита С, вирусы, инфицирующие дыхательные пути, вирусы папиллом 
человека, вирусы герпеса и многие вирусы гемморрагических лихора- 
док. Если вакцины отсутствуют, то единственная альтернатива — ис- 
пользование противовирусных препаратов. В настоящее время лицен- 
зированы более 30 противовирусных препаратов, но большинство из 
них используется против очень узкого спектра вирусов, а 50% предна- 

›  Значены только для лечения ВИЧ-инфекции. Это прямое следствие ме- 

°  Ханизмов их действия (см. ниже). Кроме того, очень немногие из них 

_ _ Хорошо переносятся людьми, так как мишени лекарств у вирусов и у их 
_ _  Хозяев различаются лишь незначительно. 

® Многие из продаваемых в настоящее вр 

_ Классическим методом эмпирического скр 

‘тивирусной активности. Сегодня этот эмпирический подход замещается 

ат альным дизайном ингибиторов, направленных на конкретные ми- 

нный подход в значительной мере опирается на понимание мо- 

; ких основ размножения вирусов. Теоретически та- 

а а любой стадии вирусной инфекции: 

пция, трансляция, сборка, освобож- 

ей относятся к стадиям синтеза 


емя лекарств были отобраны 
ининга веществ согласно ихан- 


#35” онщомеов 
т : 


а последней. Геном И. 8/05 т14а кодирует бу. | 
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ЗВ \ Таблица 3-8 

к ца Классификация вирусов по Балтимору 

“ Класс Характеристика 
‚8 Класс 1 о вирусов представлены двухцепочечной ДНК (950МА, дудНК). Реплика- 
м а и транскрипция происходят так же, как и соответствующие процессы в 
у к е хозяина. Транскрипция может идти слюбой цепи ДНК 
_, 

\\ Класс 2 о вирусов представлены одноцепочечной ДНК (5з0МА, оцдНК). ДНК мо- 
| у жет быть смысловой ((+)-цепь) и антисмысловой ((-)-цепь). ДНК должна пе- 
ых рейти в двутяжевую форму, чтобы мог начаться синтез мРНК 
| 
ыы Класс 3 Геномы вирусов представлены двухцепочечной РНК (4°ЕВМА, дуРНК), но транс- 


крипция идет только с одной цепи. Для транскрипции с РНК-матрицы необхо- 
дима РНК-зависимая РНК-полимераза, которая кодируется вирусом и упакова- 
на в вирусной частице 


Класс 4 Геном вирусов представлен одноцепочечной РНК (55ВМА, оцРНК), имеющей 
только одну (+)-цепь, которая может транслироваться как мРНК. Репликация 


НТО осуществляется через промежуточную двухцепочечную РНК (45КМА, дуРНК) 
Таких п Класс 5 Геном вирусов представлен одноцепочечной РНК ($5В МА, оцРНК), которая ком- 
Илем в плементарна мРНК (антисмысловая цепь). Это вирусы, содержащие (-)-цепь 
| РНК. Синтез мРНК происходит путем транскрипции геномной цепи с участием 
ы Вит кодируемых вирусом ферментов, которые упакованы в вирусную частицу 
ИЛИ Класс 6 Геном вирусов представлен одноцепочечной РНК (55ВМА, оцРНК) с ((+)-це- 
0 пью), но реплицируется через промежуточную двутяжевую ДНК (950МА, 

ИВа — № дыдНК). Последняя синтезируется кодируемой вирусом обратной транскрипта- 
МЯ ЛИШ зой, упакованной в вирусной частице 
ИНСТВО Класс 7 Геном вирусов представлен двухцепочечной ДНК (45ОМА, дудНК), но репли- 
0 пре & цируется с образованием промежуточной (+)-цепи РНК, прежде чем превра- 

Е И — __ титься снова в двутяжевую форму 95ВМА (дуДНК) спомощью обратной транс- 
ствие | ‚щи криптазы. Такие вирусы называют «реверсивирусами» 
ис ы пи №4 


ров экг: ! 

— Вирусы герпеса (класс 1) имеют двухцепочечную геномную ДНК, 

ко реплицируется кодируемыми вирусами ДНК-полимеразами. 
вирусной инфекции используется ряд нуклеозид- 


чения герпес- 
огов, таких как ацикловир, танцикловир и фамцикловир, спо- 


ующих терминации элонгации ДНК. Все эти вещества действуют 


х терапевтических агентов 
ными вирусом. Однако 
распространяется на 

й фосфорилировать 
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Рис. 3-8 Структуры некоторых соединений с антивирусной активностью. 


Поскольку обратная транскриптаза в норме в клетках млекопитающих 
отсутствует, то она — привлекательная мишень для создания противо- 
вирусных препаратов. Были разработаны два типа ингибиторов обрат- 
ной транскриптазы. Первый из них — дидезоксинуклеозиды, такие 
как азидотимидин (АЗТ); они действуют как субстраты обратной транс- 
криитазы, но вызывают преждевременную терминацию цепи. Диде- 
зоксинуклеозиды известны как нуклеозидные (аналоги) ингибиторы 

зем обратной транскриптазы (МВТ, НИОТ). Второй класс ингибито- 

° __ ров ненуклеозидные ингибиторы обратной транскриптазы (ММКТ!5). 

= `Эти вещества взаимодействуют с аллостерическим центром связыва- 

) ует только в обратной транскриптазе ВИЧ-1. 


вычайно важны для жизненного цикла многих 
русы герпеса и риновирусы (вызывают нашу 
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о биенонныхобольний #40 


(ВААВТ, или ан 


Развитие у вирусов устойчивости к про- 
тивовирусным препаратам, используемым 
при лечении ВИЧ-инфекции, — главная 
причина терапевтических неудач и ограни- 
чения свободы выбора альтернативных ре- 
жимов лечения. Чтобы предотвратить появ- 
ление устойчивости, обычно практикуют 
лечение ВИЧ-инфицированных, назначая 
комбинацию по крайней мере трех ле- 
карств, т. е. применяя высокоактивную ан- 
тивирусную терапию (ВААВТ). Как правило, 
комбинированная терапия включает два 
МТВ! плюс Р! или ММТЕ!, хотя иногда мож- 
но использовать три препарата МТЕ!. Стра- 
тегия ВААВТ описана ниже. 

Популяция вирусов у человека, инфици- 
рованного РНК-содержащим вирусом, та- 
ким как ВИЧ, называется квазиштаммами 
из-за существования генетически отличных 
вирусных вариантов, которые происходят от 
первоначального штамма. Варианты появля- 
ются из-за того, что РНК-полимеразы не 
имеют корректирующей активности, найден- 
ной у ДНК-полимераз. Таким образом, ко- 
гда одноцепочечные РНК вирусов реплици- 
руются, то каждый вновь скопированный ге- 
ном отличается от родительского в среднем 
на один нуклеотид. Согласно оценкам, на 
стадии установления ВИЧ-инфекции произ- 
водится 10 млрд вирионов ВИЧ в день. 
Если каждый содержит в среднем одну му- 
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гл. НААВТ) при лечении СПИДа 


ству, по-видимому, генерируется каждый 

день. Двойные мутанты возникают реже, а 
вероятность трех или более мутаций в од- 
ном геноме очень низка. 

К некоторым противовирусным препара- 
там, таким как ламивудин (МВТ!) и ММВТИ, 
высокая устойчивость может быть вызвана 
одной мутацией в ВИЧ. Для некоторых 
других лекарств, таких как зидовудин 
(МВТ) и некоторых ингибиторов протеазы 
высокая устойчивость возникает только в 
результате накопления в одном и том же 
вирусном геноме трех или более мутаций. 
Из клинической практики при проведении 
ВААВТ известны два обстоятельства. Пер- 
вое; чем выше концентрация ингибитора 
протеазы в плазме, тем медленнее появля- 
ются мутации, вызывающие устойчивость. 
Второе: чем ниже уровень РНК ВИЧ в плаз- 
ме, тем дольше период успешного исполь- 
зования лекарства. У пациентов с супресси- 
ей плазменной РНК ВИЧ до уровня ниже 
50 копий на мл в течение 1 года не было 
обнаружено резистентных мутаций, даже 
несмотря на то что продолжал существо- 
вать (персистировать) способный к репли- 
кации вирус. Ясно, что лекарства, к кото- 
рым высокая устойчивость возникает в ре- 
зультате лишь одной мутации, должны ос- 
таваться резервными для особых случаев, и 
их не стоит назначать в самом начале ком- 
бинированной терапии. 

Новые методы борьбы со СПИДом опи- 
саны на с. 243. 


(см. также с. 240). Эти препараты представляют собой олиго- 
‘комплементарные специфическому участку кодируемой ви- 
`Связываясь с МРНК с образованием двухспиральных струк- 

‘ифически ингибируют трансляцию кодируемых вирусом 


‹о деградируют внутри 


я из нуклеозид- 
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для создания новых антибиотиков. 
РОСА В гл. 4 детально описаны различные методы детекции физических маркеров в те. 


номе, которые используют микробиологи для типирования бактерий и вирусных штаммов, 
‚ 


Этот обзор охватывает все, что может быть интересным про биотерроризм: 
АЧаз ВМ (2002) Вю!еггойзт: йот (йгеае 10 геаШу. Аиии Кеу Место! 56, 167—185. 


] | Потрясающий анализ эпидемиологии УКЕз (ванкомицин-устойчивых энтерококков): 
Вог(еп МУМ, \МШетз В, Метяет ВА (2001) Уапсотуст-гезати етегососс!: уВу аге Шеу 
| Веге, ап4 \пеге 4о пеу соте #от? Гаисе! /и/ес! 0 1, 314—325. 

| 

] 


Эта статья содержит все, что вы хотели бы узнать об противовирусных препаратах: 
Ре Сегса Е (2002) Зхаезез т Пе дезеп оГапимта! 4гаез. Магите Кеу Они Обсоуегу 1, 13—25. 


Два великолепных обзора, которые дают представление о механизмах бактериальной 
патогенности с двух разных точек зрения: 

РиМау ВВ, ЕаКо\ $ (1997) Соттоп Шетез ш писгоЫа| раоветсйу геу5нед. Место! 
МоВю! Кеу 61, 136—169. 

Тоусе ЕА, Свап К, $айата МВ, РаКо\ $ (2002) Ведейшие Бас{епа! роршанопз: а роз- 
| ®  вепопие гебогтайоп. Майиге Кеу Сене! 3, 462—473. 


‹ Стапа! С (2001) Апибасена! уассте дееп изше вепописз апа рго{еопис$. Тен Вмесйпой 
— 19, 181-188. 


| ры. Статья, посвященная детальному анализу генетической структуры и происхождения 


о: Е 
ж _ Нива К, Си Г, Кигода М, Ио Т (2001) Тве етегаепсе апа еуошНоп оЁ теейЙвл- 


38 тезапе „бтарйУососсиз аигеиз. Треп МистоБо19, 486—493. 


о Статья, 


т заслуживающая. наибольшего внимания из числа статей, опубликованных в том 

‚ыпуске журнала и касающихся исследования малярийного паразита методами геноми- 
Мики: 

М}, На! М, Еипе Е её а1 (2002) Тре вепоте зе 

Лисратит. Машге 419, 498—511. 


(с мател 


‘ачепсе ое Витап та!ана рагазие 


м) методов идентификации островков па- 
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Типы генетических заболеваний 


Все генетические болезни можно разделить на три типа: моногенные 
болезни, хромосомные аномалии и полигенные болезни. Моногенные бо- 
лезни вызываются мутациями в одном гене в аутосоме, половой хромосо- 
ме или в митохондриальной ДНК. Независимо от того, являются ли мута- 
ции доминантными или рецессивными, они проявляют очевидные и ха- 
рактерные паттерны наследования. Хотя та или иная моногенная болезнь 
может быть редкой в популяции в целом, в сумме такие болезни затраги- 
вают 2% населения на той или иной стадии жизни. Доля серьезных моно- 
тенных дефектов у маленьких детей составляет 0,36%, но возрастает до 6% 
у госпитализированных детей. 

’ Хромосомные аномалии имеют несколько форм. Они включают избы- 
® _ ток или недостаток либо части, либо всей хромосомы или транслокацию 
о части хромосомы в новое место. Такие аномалии наблюдаются у 0,7% вы- 
о живших новорожденных, но частота встречаемости возрастает до 50%, 
_ _ если рассматривать спонтанные выкидыши, происходящие в первые 3 ме- 
_ сяца беременности. Хромосомные аномалии чрезвычайно характерны для 
_ раковых клеток, но являются результатом клонального размножения му- 
быае' ‚оматических клеток. Такие аномалии не наследуются, однако 

ь ›ложенность к их образованию может передаваться. 


хени полигенные болезни чаще всего не рассматрива- 
е заболевани ‚ для них не наблюдается ха- 
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населения, причем наибольший вклад наблюдается со стороны Пожилой 
) 


ль время помочь больным с хромосомными аномалиях 
практически ничем нельзя. Однако недавние достижения в области 
биотехнологии и геномики дали ряд замечательных методов лечения 
пациентов с моногенными заболеваниями. Эти достижения включают. 
производство терапевтических белков, антисенс-терапию, генную тера- 
| пию и генную репарацию. Разработка новых молекулярно-диагностиче- 
| ских методов также позволила усовершенствовать пренатальную диаг- 
ностику, что, однако, может привести к сложным этическим пробле- 
мам. За последние 5 лет наше понимание механизмов возникновения 
полигенных болезней сильно выросло. На данном этапе пока еще 
слишком рано думать о влиянии на клиническую практику, но одно из 
возможных приложений имеющихся знаний — более адекватный под- 
бор лекарств, соответствующих проявлениям болезни (персонализиро- 
ванная медицина). Это также изменит подход к апробации новых ле- 
карств на стадии клинических испытаний. 

Главным двигателем прогресса в лечении генетических болезней будет 
продолжение анализа информации, полученной в результате секвениро- 
вания полного генома человека и геномов родственных организмов, таких 
как мышь. Эта информация должна способствовать новому пониманию 
многих болезней и разработке гораздо более эффективных инструментов 
диагностики, профилактических мер и методов лечения. 


Диагностика моногенных болезней 


ие» >: 


г `Различают мутации двух типов: точковые мутации, вызванные одно- 
и: нуклеотидными заменами, и мутации, включающие большие полинуклео- 
_  Тидные участки, вставки (инсерции) и делеции (табл. 4-1). Следует отме- 
_  ТИТь, что некоторые делеции могут распространяться на смежные гены. 
м ни, ры "такими делециями, не являются, строго говоря, 
‘однонуклеотидные замены внутри гена приводят к фенотипиче- 
1 ( заболеванию). Это связано с тем, что заме- 

И к изменению аминокислотной последо- 
г, то результирующая замена может и не 
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Таблица 4-1 Примеры моногенных заболеваний 


Генетическое изменение Пример 


Точковая мутация 


Миссенс-мутация, приводящая к замене 
аминокислоты в белке и влияющая на 
белковую функцию 


Нонсенс-мутация, вызванная появлением 
преждевременного стоп-кодона, что при- 
водит к образованию укороченного белка 


Мутация в сайтах процессинга РНК, при- 
водящая к аномальному сплайсингу 


Регуляторная мутация, влияющая на ген- 
ную экспрессию, например на связыва- 
ние фактора транскрипции 


Вставки или делеции 


Добавление или устранение небольшого 
числа оснований (трех или кратных трем 
оснований) без сдвига трансляционной 
рамки считывания 


Добавление или устранение небольшого 
числа оснований со сдвигом рамки счи- 
тывания 


Встраивание диспергированных повто- 
ряющихся последовательностей, таких 
как элементы Нпе ИАЦ 

чз 
Увеличение (экспансия) числа тринукле- 


`отидных повторов 


Замена А наТв 6-м кодоне гена В-глобина 
вызывает замену остатка глутаминовой ки- 


слоты на валин, что приводит к серповид- 
ноклеточной анемии 


Мутация в кодоне 39 гена В-глобина вызы- 
вает замену остатка глутамина на стоп-ко- 
дон, что приводит к В°-талассемии 


РНК-сплайсинговые мутанты являются наибо- 
лее распространенной причиной В-талассемии 


Замена С на А в более удаленной отточки ини- 
циации транскрипции (ирзгеат) части промо- 
тора гена у-глобина приводит к наследственной 
персистенции фетального гемоглобина 


Делеция трех оснований в гене, связанном с 
кистозным фиброзом, приводит к удалению 
остатка фенилаланина в соответствующем 
белке; является причиной большинства слу- 
чаев заболевания кистозным фиброзом у 
людей европеоидной расы 


Вставка четырех оснований в ген гексозами- 
нидазы А вызывает болезнь Тэя-Сакса у 
евреев ашкенази 


Более чем 35 копий повтора САС в гене хан- 
тингтина приводит к болезни Хантингтона у 
взрослых 


‘методы включали электрофоретическое разделе- 
‘расщепленной` эндонуклеазой рестрикции и 


цию с зондами по Саузерну (см. гл. 1). При- 
< ой мутации в гене 


ную эмфизему. 


‚ из которых 
у. Этого 
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Маркер 


Маркер днк ММ МА 77 


днк ММ М7 22 


Г ЕО. «АА И 
ь М-специфический зонд 7-специфический зонд 
* (СТТТ СТС СТС САТ ССТ САС) (СТТТСТТ СТС САТ ССТ САД) 


® Рис. 4-1 Схема использования олигонуклеотидных зондов для детекции нормального 
_ Тена о\-антитрипсина (М) и его 7-вариантов. Человеческую ДНК, полученную из нор- 
мального (ММ), гетерозиготного (М7. и гомозиготного (2.2) организмов, расщепляют 

ь _ эндонуклеазой рестрикции, подвергают электрофорезу и после переноса фрагментов на 
Да _ нейлоновую мембрану проводят гибридизацию по Саузерну. Наблюдаемые картины 
получены радиоавтографией фильтров после гибридизации с нормальным (М-специ- 
ическим) или мутантным (2-специфическим) зондом. 


‘получается в виде «изображения», которое легко интерпретировать. Не- 
ом является то, что эти методы включают электрофорез и блот- 
‘аузерну, что требует затрат времени и средств. К счастью, был 

ан ряд | стодов детекции мутаций в растворе. Наиболее попу- 

них гс (рис. 4-2). В этом методе район ДНК 

орфизма, амплифицируется с 

ов, каждый из которых специ- 
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Прямой Репортер  Гаситель 
праймер Зонд 
3, 
5 5’ Связывание 
5'’ праймеров 
5 изонда 
Обратный 
праймер 
5. ——— > на, 
ееееНиньс "т ЩИ 
5 ивент Полимеризация 
| =——5 
5 оочаииию > —. 
5 5! 
5 


5 Вытеснение цепи 


Освобождение 
репортера 


‚ 
5. Завершение 
5' полимеризации 


с. 4-2 Метод ТааМап (см. подробности в тексте). 


тивный подход — использование молекулярных «маяков» 
) як» пре собой олигонуклеотидый зонд. 
арных друг другу фрагмента, 
ифической мишени последова- 

ующую метку и 

3) 
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— Мишень 
+ 


Молекулярный 
«маяк» 


Гибрид 


Хх! 


1 


Флуорофор Гаситель 


Рис. 4-3 Принцип молекулярных «маяков». Сами по себе эти молекулы не флуоресциру- 
ют, так как «шпилька» удерживает флуорофор близко к гасителю. Когда последователь- 
ность петли зонда гибридизуется со своей мишенью, образуя жесткую двойную спираль, 
то происходит конформационная перестройка, которая удаляет гаситель от флуорофо- 
ра, восстанавливая флуоресценцию. 


Приведенные выше методы пригодны в тех случаях, когда известно, 
что генетическая болезнь вызывается только одной или небольшим ко- 
личеством мутаций. В случае большого числа различных мутаций (на- 
пример, в гене В-глобина) приходится пользоваться другими методами. 
Если в исследуемом гене предположительно может существовать множе- 
ство различных делеций, то полезно воспользоваться вестерн-блоттин- 


Ио < 
хх 
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гом. В этом методе белки, выделенные из клеточного экстракта, разделя- 
ются по размеру электрофорезом в полиакриламидном геле, а затем пе- 
реносятся на мембрану. Мембрану инкубируют в растворе, содержащем 
антитела, которые специфически узнают анализируемый белок. Специ- 
фическое взаимодействие между антителом и его антигеном детектиру- 
ется добавлением второго антитела, специфического к первому антителу, 
которое несет гистохимический или флуоресцентный маркер. Пример 
использования этой методологии при анализе пациентов с мышечной 
дистрофией показан на рис. 4-4. 

Детекцию варьирующих по числу тандемных повторов, таких как 
тринуклеотидные «экспансии», следует осуществлять с использова- 
нием саузерн-блоттинга. В этом случае ведутся поиски изменений 


в размере рестрикционных фрагментов, несущих интересующий рай- 
он (рис. 4-5). 


Последователь- 


а НИЛА! ность зонда 


ев 


ы 
ъэофаирихй В 


128 Глава4 


Лечение моногенных болезней 


В настоящее время лечение моногенных болезней основано преимуще. 
ственно на замене дефектного белка, улучшении его функционирования 
или минимизации последствий его дефицита. К сожалению, эффективная 
терапия, приводящая к выздоровлению, невозможна для более чем 80% 
заболеваний. Существует ряд причин такого неудовлетворительного со- 


УРОВЕНЬ СТРАТЕГИЯ 


ПРИМЕР 
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Фактор ИШ при гемофилии А 
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остаточной функции | гомоцистинурии 
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= .1 ирург! еск О 
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Скрининг трисомии 
по 21 хромосоме или 
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стояния дел. Во-первых, исследования показали, что вероятность успеш- 


ного лечения гораздо выше, если известен основной биохимический де- 
фект и его патогенез полностью понятен, В настоящее время генный де- 
фект неизвестен для большинства моногенных заболеваний, еще меньше 
известно о его влиянии на патофизиологию заболевания, но эта ситуация 
должна сильно измениться в лучшую сторону после расшифровки генома 
человека. Во-вторых, некоторые мутации оказывают действие на стадии 
развития плода, и после рождения ребенка уже слишком поздно начинать 


ти лечение. Это подчеркивает пользу пренатальной диагностики, так как, 
С возможно, станет доступным лечение {и итего (внутриутробно). Например, 
к, а, действие ацидурии, вызванной дефицитом биотинидазы, или метилмало- 
новой ацидурии может быть нейтрализовано приемом во время беремен- 

(я ности биотина и кобаламина соответственно. 
я Различные подходы, которые могут быть использованы при лечении 
"ен генетического заболевания, приведены на рис. 4-6. Некоторые методы те- 
и рапии имеют биотехнологические корни. Самый известный подход — за- 
Роль мена белка; примеры использования рекомбинантных терапевтических 
Нобана белков для лечения генетических болезней приведены в табл. 4-2. Про- 
8 дукция этих белков описана в гл, 6. Следует отметить, что главный недос- 


таток терапевтических белков в том, что их нужно вводить в организм пу- 
тем инъекций, и это ограничивает их применимость. 

Альтернативный путь использования технологии рекомбинантных 

ДНК — коррекция моногенного заболевания путем введения корректи- 

_ рующих генов в соматические ткани; метод известен как генная терапия. 

| @: Существует три варианта метода, и все они пока находятся на очень ран- 

‘ней стадии разработки. Наиболее продвинутый из этих методов — введе- 

_ ние в ткань полностью функционирующего гена, который способен ком- 

пенсировать мутантный клеточный ген, содержащий мутацию, приводя- 

_ щую к потере функции. Это общепризнанная концепция генной терапии, 

| и ее действенность была продемонстрирована для нескольких пациентов с 

илией В (отсутствие фактора [Х), дефицитом аденозиндезаминазы и 

елым комбинированным иммунодефицитом ($СТО, дефект цитокино- 

и) 


| , 4-2 Некоторые генетические заболевания, которые можно 
сах лечить рекомбинантными белками я 


м: 


Й [ ‘ий белок 
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вого рецептора). Методы, не для осуществления генной тер. 
отрены в гл. 8. 

В ежи, варианте генной терапии обработанные клетки Ш 
несут новый функциональный ген в дополнение к дефектному. Такой | 
подход имеет два недостатка. Во-первых, экспрессия многих генов нахо- 
дится под сложным регуляторным контролем, и для осуществления эф- 
фективной генной терапии может потребоваться, чтобы новый ген был 
снабжен необходимыми регуляторными последовательностями. Во-вто- 
рых, многие гены млекопитающих очень большие. Например, в случае 
мышечной дистрофии Дюшенна кДНК гена дистрофина содержит 11 
ТЫС. п. н., что значительно превышает те размеры вставок, которые спо- 
собны удерживать векторы нового поколения, используемые для генной 
терапии. В этих случаях лучшей альтернативой была бы коррекция де- | 
фектного гена, а не добавление нового функционального гена. Иногда 
это называют генной репарацией. Суть этого подхода заключается в том, | 
что функционирующий ген вводится в клетку нужной ткани и репарация 
индуцируется путем стимуляции гомологичной рекомбинации. Отметим, 
что генная репарация пригодна в случае тех генетических заболеваний, 
когда мутация находится в регуляторном районе и приводит к снижению 
экспрессии генного продукта. 

В некоторых случаях генетическая болезнь возникает в результате су- 
перэкспрессии одного или более генов из-за мутации в гене регулятор- 


Дополнение 4-1 Рибозимы 


Рибозимы — это каталитические молеку- 
ы РНК, которые содействуют протеканию 
иохимических реакций в отсутствие вспо- 

могательных белков. Катализируемые мо- 

‚лекулами РНК реакции могут быть внутри- 

молекулярными или межмолекулярными. 
| Пример внутримолекулярной реакции — 
| сплайсинг интронов. В случае межмолеку- 


заключается в предотвращении электро- 
статического отталкивания между РНК- 
субстратом и рибозимом, несущими отри- 
цательные заряды. 

С помощью современных методов моле- 
кулярной биологии можно сконструировать 
рибозимы, обладающие терапевтическими 
свойствами, способные узнавать, связывать 
й другие молекулы РНК и расщеплять специфические последова- 
стратами, а рибозим — катали- тельности мРНК. Специфическое связыва- 
е. рибозим действует точно так ние достигается путем введения в рибозим 

ый фермент, и после реак- последовательности, комплементарной це- 


ененным. Наилучший. левой мРНК. Благодаря ферментативной 
-ы 


‘рибозима, к: вности рибозима после связывания 


сходит расщепление МРНК, что пре- 
вращает ее трансляцию в белок. При- 
бозима — | 


м белка. Пуриниес, многие раковые клетки имеют мутации в гене 
кодирующем белок р53, ДНК-связывающий транскрипционный фактор, 


\ который выступает в роли опухолевого супрессора. Можно было бы ис- 
их 


и 
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‚мы о тенную терапию для стимуляции синтеза функцио- 
нальных копий регуляторного белка. В качестве альтернативы генная те- 


| 
чжь \ рапия может быть направлена на снижение уровня трансляции супер- 
экспрессированных белков. Такой 
Н . Такой подход был реализован в культуре 
На к тканеи двумя Ими, В первом из этих методов с помощью векторов 
у, вводится ген, который транскрибируется, давая антисмысловую (анти- 
ще №, сенс) РНК (см. с. 240). Во втором случае вводимый ген кодирует рибо- 
ик зим, р РНК, отче может расщеплять молекулу мРНК очень 
специфично (дополнение 4-1). 
о, 
а 
ИИ Поиск генов, ответственных за моногенные 


0 болезни, и выявление их функций 


ТК СН Как отмечалось ранее, эффективное лечение генетических заболеваний 
требует понимания биохимической природы дефекта, вызываемого иссле- 

результате дуемой мутацией. Для этого дефектный ген необходимо выделить и опреде- 
не рем лить его функцию. Для выделения генов, необходимо знать их локализа- 
м цию в хромосоме. Поэтому на практике начинают с создания коллекций 


родословных, в которых интересующий ген сегрегирует. Эти семейства ис- 
следуются с помощью множественных полиморфных маркеров до тех пор, 
пока не будут получены данные о хромосомной локализации гена. Затем 
определяется сцепление с другими маркерами на этой хромосоме. Ясно, 
что чем болыше число маркеров на хромосоме, тем более успешными будут 
данные картирования. Чем ближе интересующий ген расположен к извест- 
_ ному маркеру, тем легче будут проходить дальнейшие стадии. В связи с тем, 
— что число имеющихся человеческих фенотипических признаков (генетиче- 
ских маркеров) ограничено и они расположены на далеком расстоянии 
— друг от друга, генетики разработали полный набор молекулярных марке- 
в, которые распределены равномерно вдоль генома. ОНП ($МР$) 
40) — наиболее предпочтительные маркеры, поскольку они встреча- 
один раз на каждые 1000 п. н. Точная локализация интере- 
ется, если соответствующий признак ассоциирован с 

ой хромосомной аномалией. —— 
бо 


а, 
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наличие индивидуумов, у Которых болезнь нео делеции 
части гена или его транслокации. Такие цитогенетич КТЫ ПоЗвВо- 
йоне р21 Х-хромосомы. Наличие пациентов с 

лили локализовать ген в районе р Чень 
делециями гена позволило провести «вычитательное» рование. Для 
этого геномную ДНК, взятую от нормального индивилуума, о 
эндонуклеазой рестрикции, которая давала липкие концы. '’олученные 
фрагменты денатурировали и гибридизовали с 200-кратным избытком де- 
натурированной ДНК, взятой от пациента «с делециеи» и подверг нутой 
«озвучиванию» (обработке ультразвуком) для получения случайным обра- 
зом разорванных фрагментов. В этих условиях Хр21 ДНК, присутствующая 
в организме нормальных индивидуумов, но отсутствующая у пациентов с 
делецией, будет гибридизоваться сама с собой и будет единственной ДНК с 

липкими концами, пригодными для клонирования в векторе. 

Клонированная ДНК, выделенная, как описано выше, была использо- 
вана в качестве зонда в гибридизации по Саузерну с образцами ДНК здо- 
рового и больного индивидуумов с целью идентификации тех образцов, 
которые несут ген ДМР. Один из шести фрагментов, принадлежащих рай- 
ону Хр21, выявил делеции у части пациентов с МДД, и как показало об- 
следование семей, был жестко сцеплен с болезнью. Из этого района был 
выделен участок длиной около 200 тыс. п. н., и не содержащая повторов 
ДНК была идентифицирована путем гибридизации с ДНК курицы, грызу- 
нов и приматов. Основная идея этого метода, называемого «зоо-блоттин- 
гом», заключается в том, что кодирующие последовательности сохраняют- 
ся в процессе эволюции, а некодирующие — нет. Конкретный район гиб- 
ридизовали в жестких условиях с ДНК других организмов, и 
секвенирование позволило обнаружить экзон, ограниченный с двух сто- 
рон сигналами сплайсинга. Зонд, полученый на основе этого участка, по- 
ь зволил детектировать протяженную РНК в мышце человеческого зароды- 
_ ша, которая отсутствует в других тканях. Антисыворотка, полученная про- 
взаимодействовала с белком 
присутствующим в мышце нормального взрослого орга- 


ентов с МДД. 


Ис 
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С Метод генов-кандидатов 


клони 
“ требует изоляции новых генов, а а р. На 
| \ цию о функции и локализации ранее изолированных генов. Пример этого 
и } подхода — р проведенный анализ наследственного заболевания глаз, 
эх А т Вызывающие ПР дефекты картируются в раз- 

р ле › НО в каждом случае фенотипически это прояв- 
', а рации фоторецепторов. У одной большой родословной 
| м, ген ыл картирован на болыном плече хромосомы 3. Интересно, что ген 
а ны тора родопсина также картирован в этом районе. Это дает 
. предполагать, что мутации в гене родопсина могут являться при- 
и, чиной тех случаев ПР, которые картируются в хромосоме 3, и секвенирова- 
а ние гена из больных индивидуумов показало наличие однонуклеотидной 
те | замены. Как и ожидалось, индивидуумы с ПР, связанной с другими хромо- 
ла, сомными локализациями, не имеют мутаций в родопсине. 

1 Развитию метода генов-кандидатов для идентификации и характеристики 
Помие гена способствовали проекты по секвенированию геномов, а также достиже- 
О районий, ния в области биоинформатики. Например, после полного секвенирования 
ЦаЯ ОВЛ генома человека многие гены в последовательности были идентифицирова- 
цы, Г ны. Теперь ключевая задача — установить функцию идентифицированных 
300- бот генов. Для осуществления этого используют такой подход: последователь- 
одре ность каждого гена переводят в соответствующую белковую последователь- 


: ность, а затем в биоинформатических базах данных осуществляют поиск по- 
ей хожих (родственных) белков, функция которых известна. Когда информация 
о функции гена собрана, ее можно использовать для анализа дефектов гена. 
Например, если установлена связь между новым признаком и специфиче- 
ским районом на карте, то в базе данных по геному запрашивается информа- 
ция о генах, локализованных в том же районе. Функции этих генов сравни- 
‚ ваются с особенностями фенотипического признака с целью выявления наи- 
‘более подходящего гена-кандидата. Потенциальный ген из индивидуумов, 
_ обладающих этим признаком, может быть проанализирован секвенировани- 
_ ем или гибридизацией с целью установления в нем сиквенсных аномалий. 
_ Расшифровка ‘последовательности генома мыши существенно облегчает эти 
_  иИсследов ни; (дополнение 4-2). 
аби черивилхи: т. я у 


4-2 Последовательность генома мыши и ее значимость 


для изучения болезней человека 
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тически чистыми), в то время как в человече- 
ских популяциях чистых линий не существует. 
| Даже при исследовании семей в пределах 
И большой родословной каждая хромосома в 
И паре имеет свое происхождение, а У (инбред- 
| ных) мышей хромосомы в парах идентичны. 
| | В третьих, можно провести эксперименталь- 
| | ные скрещивания между мышами с различ- 
ными признаками, а затем очень быстро на- 
| чать изучение полученного потомства. В-чет- 
р вертых, можно получить мутантных мышей с 
] определенными генными дефектами, фенотип 
которых можно потом изучать. Все перечис- 
ленные пункты будут конкретизированы ниже. 
Известно более 1000 спонтанных и инду- 
цированных радиацией мышей-мутантов, вы- 
зывающих менделевское наследование фено- 
типов. В основном благодаря позиционному 
клонированию молекулярные дефекты в на- 
стоящее время известны приблизительно для 
200 из указанных мутантов. Наличие анноти- 
рованной последовательности генома мыши 
должно повысить эффективность этой работы, 
так как появится возможность перейти от ге- 
нетического картирования к идентификации 
генов-кандидатов. Последовательность генома 
мыши станет ключевым звеном при работе с 
растущим разнообразием мышей-мутантов, 
получаемых химическим мутагенезом. В спе- 
циально организованных 10 научных центрах 
ведутся исследования по мутагенезу с целью 
выявления доминантных и рецессивных мута- 
ций, соответствующих различным клинически 
значимым фенотипам. Для каждого мутанта 
дентификация молекулярного дефекта тре- 
` ‘позиционного клонирования. 
_ Наличие более 50 инбредных линий мы- 
ая со своим собственным феноти- 
) разнообразным коли-_ 


За последние годы было получено боль- 
шое количество мышей-мутантов, у которых 
мутации, вызывающие потерю или приоб- 
ретение какой-либо функции, находились в 
специфических генах, представляющих ин- 
терес с точки зрения биологии или медици- 
ны. Эти так называемые «нокаут»- или «но- 
кин»-мутанты были сконструированы мето- 
дами генной инженерии с использованием 
эмбриональных стволовых клеток (с. 251), 
Расшифровка последовательности генома 
мыши существенно облегчает создание та- 
ких мутантов, так как должно упроститься 
планирование эксперимента. Кроме того, не 
все мышиные модели воспроизводят чело- 
веческий фенотип необходимым образом. 
Наличие полных последовательностей гено- 
мов человека и мыши дает возможность 
предусмотреть эти различия. Например, мо- 
жет оказаться, что мутация гена мыши будет 
получена вовсе не в гене, гомологичном 
гену человека. Такое может произойти, ко- 
гда существует несколько генов с очень 
сходными функциями. С другой стороны, 
геном человека может содержать только 
один-единственный ген в семействе, в то 
время как геном мыши может содержать 
множество генов в семействе с перекрываю- 
щимися биохимическими свойствами. 

Следует остерегаться двух вещей. Во-пер- 
вых, некоторые мутации в генах человека 
были идентифицированы как причины опре- 
деленных болезней. Когда последователь- 
ность генома мыши была проанализирована, 
обнаружилось 160 подобных мутаций у мы- 
шей, которые фенотипически были нормаль- 
ными. Почему такое может происходить, не 
совсем ясно, но здесь очень помогло бы по- 
нимание причин возникновения различий ме- 
жду организмами. Во-вторых, в геноме мыши 
наблюдается значительное увеличение разме- 
ров семейств генов по сравнению с семейст- 

з . Такое явление наблюда- 
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\ Анализ полигенных болезней 


В то время как в основе анализа моногенных заболеваний лежит обыч- 
\ ное картирование с учетом менделевских принципов наследования, такой 


\ подход практически непригоден для анализа сложных полигенных болез- 
мА ней. Участие множества генов и сильное влияние факторов внешней сре- 
ть ды подразумевают, что большие родословные с множеством поколений 
мы ь (пригодные для изучения полигенного заболевания) должны встречаться 
он крайне редко. Следовательно, необходимы другие методы картирования, 
ее М, и два из них в настоящее время широко используются. Это безмодельный 

ое (непараметрический) метод анализа сцеплений и метод ассоциации (или 
оц! картирование неравновесных сцеплений). 


а 
та, Безмодельный (непараметрический) анализ сцеплений 


НИЯ три Безмодельные методы не принимают во внимание наследственные 
тени паттерны, число участвующих локусов или роль внешних факторов. На- 
‚ГОМОЛОЛНи против, они базируются только на том принципе, что два больных род- 
ЕТ Прожаойн ственника имеют общие аллели, определяющие предрасположенность к 
генов сое болезни. Следовательно, изучается анемнез семьи, где оба родителя и, 
Ругой тор по крайней мере, два ребенка (сибсы, родные братья и сестры) болеют 

пи исследуемой болезнью. Такие семьи называют ядерными; принцип про- 


у водимого анализа показан на рис. 4-7. Допустим, что определенный рай- 
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он генома связан с состоянием болезни и что мы можем различить четы 


ре родительские хромосомы (А, В, С, Г). Если и район не 
содержит ген предрасположенности к болезни, то вер ость, что два 
больных ребенка имеют два, один или ноль ый Же 
| районов родительских хромосом, составляют 25; или 25% соответст. 
| венно. С другой стороны, отклонения от такого случайного менделев- 
| ского (математического) ожидания указывают на то, что больные дети 
| имеют хромосомные участки, которые идентичны по происхождению 
| (ипп, или англ. 164,), что предполагает присутствие генов предрасполо- 
| женности к исследуемой болезни. 
| Физические маркеры, в частности микросателлиты, идеальны для вы- 
|| явления хромосомных районов, произошедших от каждого из родителей, 
так как они высокополиморфны и разбросаны по всему геному. На прак- 
| | тике ДНК больных братьев и/или сестер систематически анализируется с | 
| использованием большого числа физических маркеров, расположенных 
вдоль всего генома, т. е. геном сканируется. Цель — найти районы, кото- 
рые обнаруживают гораздо большее сходство у двух сибсов, чем это мож- | 
но было бы ожидать на основе чистой случайности. Первая комплексная 
(сложная, мультифакториальная) болезнь, проанализированная таким пу- 
тем, — диабет [ типа, при этом было обнаружено сцепление с главным 
комплексом гистосовместимости (дополнение 4-3). С тех пор метод был 
распространен на другие комплексные болезни и локусы количественного 
признака, определяющего рост взрослого человека. 


Дополнение 4-3 Связь между диабетом | типа и ГКГ 


Существует два типа диабета: юношеский, 
или инсулинзависимый (тип |) и диабет 
взрослых, инсулиннезависимый (тип !!). 

абет | типа имеет частоту встречаемости Следующий шаг к пониманию механизма 

 европеоидов и является ре- возникновения диабета | типа был сделан с 
утоиммунной деструкции (раз- помощью молекулярного анализа генов 
слето, < НЕА-О0. Наличие аспарагиновой кислоты в 
положении 57 РОВ-цепи тесно связано 
(ассоциировано) с устойчивостью к диабе- 
у! типа, вт емя как другие аминокис- 
положении вызывают предрас- 
аболеванию. Около 95% 


является аутоиммунной болезнью, так как 
ОВЗ и 084 находятся в локусе, который ре- 
гулирует иммунный ответ. 


| типа гомозиготны 
Х в положении 57 
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Хх Картирование неравновесных сцеплений 


м При анализе ассоциаций или неравновесных сцеплений (НС) (ассо- 
що циативное картирование) сравнивают частоты маркеров в неродствен- 
т ных случаях и контрольных группах и анализируют одновременную 


| “ встречаемость маркера и болезни на уровне популяции. Заметная ассо- 
эх циация между маркером и болезнью может подразумевать участие гена- 
ь\ кандидата в этиологии (происхождении) болезни. С другой стороны, 
ассоциация может быть вызвана НС маркерного аллеля с геном пред- 


а расположенности к болезни. НС означает близкое физическое сцепле- 

О № ние маркера и гена болезни. Как можно ожидать, НС не будет стабиль- 

нА но в течение длительных периодов времени из-за явления мейотиче- 
р ской рекомбинации. Таким образом, степень НС снижается 

м пропорционально числу поколений, появившихся с момента появления 

м НС. Кроме того, чем ближе расположены два маркера, тем дольше НС 

Районы ь будет персистировать в популяции. 

‚Чем ом Исследование болезни Крона (деструктивного воспалительного забо- 

" КОМТЛес левания кишечника) показывает, как НС может быть использовано для 

НаЯ та картирования локусов болезни (рис. 4-8). Обычный анализ сцеплений вы- 
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явил локус восприимчивости на хромосоме 16. С тЫ 26 микроса. 
| теллитных маркеров локус был картирован в районе между маркера. 
| ми 02168541 и 21652623. Анализ НС показал слабую ассоциацию болезни 
| Крона с 21653136, который лежит между двумя другими маркерами. Уча. 
сток длиной 260 тыс. п. н. в районе маркера 21653136 был секвенирован, 
но только один охарактеризованный ген был выявлен, и он, по-видимому, 
| не является кандидатом. Секвенирование также выявило ПОНП ($МР), 
и три из них обнаруживали сильное НС с болезнью Крона в 235 больных 
семьях, что указывало на близкое расположение локуса восприимчивости, 
| Им оказался локус М№ОР2. Кроме того, обнаружилось, что некоторые из 
| | ЭМР (ОНП), использованные в настоящем исследовании, являются при- 
| чинными мутациями. Тем не менее следует отметить, что локус №02 
способствует восприимчивости, но не является причиной болезни. Другие 
хромосомные локусы связаны с болезнью Крона, но число участвующих 
тенов, а также характер их взаимодействий, приводящих к развитию бо- 
лезни, неизвестны. 


| | Гаплотипы _Ъ 


Сочетание ОНП ($5МР5) на участке ДНК называют гаплотипом. На 
рис. 4-9 показана эволюция ряда теоретических гаплотипов, некоторые из 
них включают ОНП, вызывающий болезнь; ясно, что не все ОНП приво- 
дят к болезни. Кроме того, информативны не все гаплотипы, и их детек- 
ция в исследованиях ассоциаций НС могут затруднить интерпретацию 
данных. Именно это было обнаружено при описанном выше исследова- 
нии болезни Крона. Тем не менее, когда все ОНПв определенном районе 
хромосомы анализировались в большой группе неродственных индиви- 
| дуумов, результаты показали картину дискретных гаплотипных блоков 
«4 размером от 10 до 100 тыс. п. н., каждый с ограниченной вариабельно- 
— _ Стью, НО перемежающиеся ярковыраженными сайтами рекомбинации. 
® Бе ‘Существование гаплотипных блоков заметно упростило анализ НС. Вме- 

®— СТотого, чтобы использовать все ОНП в районе, мы можем точно иденти- 


рр ОНП лишние, а какие будут информативными в ис- 


я 
4 


ипов находит множество применений в меди- 
два из них будут здесь рассмотрены: НТА- 


Я ‹ © - 


Иссле, 


Причинный ОНП О Гаплотип | 
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Таблица 4-3 Вариации белков и ДНК в локусах НГА. Из-за вырожденности 
генетического кода возможно существование большего числа 
вариантов ДНК, чем для белков 


| НЕА-локус Варианты антигенов (число) Варианты ДНК (число) 

| НЕА-А 25 83 

| НЕА-В 53 186 

| НА-С и 42 
| | | НЕА-ОК (только В-цепь) 20 221 | 
| | НЕА-ОО (цепи аи В) 9 49 | 
|| НГА-ОР (цепи аи В) 6 88 

| 


И человеческих лейкоцитов (Витап 1еиКосуе апИзепз, НГА), которые пред- 
ставляют собой поверхностные белки клеток. Эти антигены очень важны 
для нормального функционирования иммунной системы и были впервые 
обнаружены при попытках трансплантации тканей между неродственны- 
ми индивидуумами. Класс 1 антигенов состоит из двух полипептидных 
единиц, полиморфного пептида, кодируемого ГКГ, и инвариантного по- 
| липептида, кодируемого геном вне ГКГ. Молекулы класса П — гетероди- 
|| меры субъединиц о. и В, обе кодируются ГКГ. Гены класса Ш не являются 
тенами НГА, но включают гены полиморфных белков сыворотки и мем- 
бранных рецепторов. 

Система НГА включает большое количество генов и чрезвычайно по- 
лиморфна, причем множество антигенных вариантов расположены в раз- 
личных локусах (табл. 4-3). Поскольку аллели НТА так тесно сцеплены, 
они переносятся вместе в виде гаплотипов. Каждый индивидуум имеет 
два гаплотипа, по одному на каждой копии хромосомы 6, и аллели кодо- 
‘минантны. Каждый ребенок получает один гаплотип от каждого родителя 

с. 4-10), и существует вероятность в 25%, что два ребенка с одними и 

г же родителями унаследуют одинаковые (тат) НГА-гаплотины. 
ьку успех трансплантации тканей сильно зависит от степени сход- 
НГА-гаплотипами, предпочтительными донорами для пере- 
о мозга или органа для трансплантации являются брат или 

‘ации о генах НГА становится ясно, что 
специфическими НГА- ми, или 
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> Рис. 4-10 Наследование НТА-гаплотипов. Обычно гаплотип передается, как здесь и по- 
казано, как единое целое. В чрезвычайно редких случаях родитель передает ребенку ре- 
комбинантный гаплотип. 


ности к болезням наряду с другими генетическими и внешними фактора- 
ми. Например, как указано на с. 97, они, по-видимому, влияют на чувст- 
вительность различных индивидуумов к определенным инфекционным 
агентам. Кроме того, могут играть роль в развитии комплексных болез- 
ней, например диабета 1 типа (дополнение 4-3). 


Индивидуальные реакции на лекарства 
(фармакогеномика) 


Существует две основные причины индивидуальной реакции на лекар- 


| ы ства: вариация в структуре молекулы-мишени и различия в метаболизме 
цепторов — наибо- 


_ Лекарства. Например, агонисты В,-адренергических ре 
° лее широко используемые агенты при лечении астмы; было описано не- 
о сколько полиморфизмов внутри генов указанных мишеней лекарств. Ряд 

_ исследований показал, что существуют ассоциации между ОНП в этих ге- 
х и ответом на терапию. В одном из исследований было показано, что 
иозиготы по одному аллелю в 5,3 раза более ие к о 
:] | по альтернативному аллелю. иготы в 2, 
томозиготы по, нь: 1 
реакции на лекарства возникают из-за не- 

Приведем пример: среди популяции 

б зировать адр 
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Все пациенты с одинаковым диагнозом 


Генетический профиль Генетический Генетический 
для токсичности, профиль для профиль для 
вызываемой обычной благоприятного ответа благоприятного ответа 
дозой лекарства А на лекарства А и В на лекарства Си О 


20 $00.0 2958 
ТАЙ и Н 


6000 $6 


Лечить более низкими 
дозами лекарства А или 
другим лекарством 


Рис. 4-11 Фармакогеномика дает возможность подразделить популяцию пациентов с од- 
ним и тем же эмпирическим диагнозом (например, гипертония) на подгруппы, которые 
унаследовали различия в метаболизме и/или чувствительности к определенным лекар- 
ствам. Одна подгруппа в популяции может подвергаться существенному риску развития 
острой интоксикации (1), в то время как у других подгрупп может существовать поли- 
морфизм рецепторов или полиморфизм проявлений болезни, которые делают этих 


больных более восприимчивыми к различным видам терапии (2 против 3). 


‚мета затора», что коррелирует с повышенной предрасположен- 
_  Ностью к раку. ия 

] многих генетических полиморфизмов, связанных с действием 

ых препаратов, не существует ярко выраженного феноти- 
цегося в отсутствие лекарств. Это вносит нежелательный 
сказуемости при выборе подходящих видов терапии. 
‚для клинических исследований 

слишком высо- 

: ее, то можно 

скольку многие из 


ед з г 
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работа, тем более если ее пришлось бы повторять много (6) 
| существование гаплотипов делает задачу типи я 
| ры С рования индивидуаль- 
| ных реакций менее объемной, но все равно трудной! Из-за выс й 
| стоимости (сотни млн. долларов) клинических испытан Й = 
| ий нового ле- 
карства, особенно если непригодность лекарства обнаруживается на 
последних стадиях, фармацевтические компании заинтересованы в 
разработке высокоавтоматизированных высокопроизводительных ме- 
тодов профилирования ОНП. Сначала появится лучшая классифика- 
ция различных подтипов болезни и, следовательно, более правильный 
диагноз. Это в свою очередь облегчит выбор наиболее подходящего 
а терапии. Позже, когда мы будем знать точную причину каждой болез- 
ни, появится возможность разрабатывать лекарства, способные лечить 
причину болезни, а не симптомы, как это происходит сейчас. В конце 
концов, генетический анализ чувствительных к лекарствам больных 
позволит предложить препараты, которые можно было бы использо- 
вать, а фармакогеномный анализ позволит определить, какие лекарст- 
у ва следует использовать (рис. 4-11). Это будет эра персонализированной 
Г медицины (дополнение 4-4). 


Дополнение 4-4 Социальные и этические проблемы 


случае можно принять решение об аборте. 
Однако предположим, что плод женского 
пола, и тесты положительны на наличие ге- 
нов предрасположенности к раку ВВСА1 и 
ВВСА2. Эти мутации увеличивают риск 
того, что у носителя разовьется рак, но нет 
полных гарантий, что рак возникнет. Дол- 
жен ли плод быть удален из-за такого рис- 
ка? Еще один пример: допустим, что мож- 
но будет показать, что ген или группа ге- 


Возможность скрининга у индивидуумов 
мутаций, вызывающих либо болезнь, либо 
предрасположенность к болезни, поднима- 
ет ряд социальных и этических проблем. 
Существуют различные трудности в зависи- 
мости от того, проводится скрининг прена- 
тально или постнатально. В случае прена- 
тальной диагностики наследуемых дефек- 
тов используют метод, называемый амнио- 
центез, который позволяет извлечь неболь- 


шое количество амниотической жидкости, 

окружающей плод. Последняя содержит 

немного клеток (амниоцитов) развивающе- 
при необходимости их. 


нов приводят к гомосексуальности (такое 
предположение было высказано несколько 
лет назад). Будет ли это правильно со сто- 
роны гетеросексуальных индивидуумов 
противостоять гомосексуальности и удалять 
плод, имеющий риск стать гомосексуалом? 
Главная проблема, возникающая в ре- 
зультате постнатальной генетической диаг- 
енетическая дискримина- 
ется в отказе страхова- 
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вызывающей серповидноклеточную анемию, 
(т. е. гетерозиготным индивидуумам), за- 
прещено было быть пилотами в воздушных 
силах США на том основании, что на боль- 
ших высотах они не смогут справиться с по- 
ниженным давлением кислорода. Такая 
дискриминация противоречит законам о ра- 
совом предубеждении, но принятые недав- 
но новые законы, запрещающие генетиче- 
скую дискриминацию, предусматривают эти 
случаи. 

До введения законов, запрещающих гене- 
тическую дискриминацию, компании, зани- 
мающиеся страхованием здоровья, отказы- 
вались предоставлять страховку индивидуу- 
мам, у которых после генетического тести- 
рования был обнаружен генетический де- 
фект. Действительно, многие страховые 
компании специально спрашивают у претен- 
дентов, проходили ли они когда-либо гене- 
тическое тетсирование, и если да, то каковы 

| были результаты. Неспособность предоста- 
вить такую информацию служила основани- 
ем для отказа от предоставления страховки. 
В данном случае затрагиваются проблемы 
конфиденциальности и закрытости генетиче- 
ской информации индивидуума, а также 
возникающие в связи с этой информацией 
экономические и правовые вопросы. Следу- 
ет отметить, что во многих странах военные 

должны предоставлять образец ДНК для об- 

легчения идентификации сильно исковер- 

| канных тел в случае вооруженных конфлик- 

| тов или других бедствий. Такие образцы 

т быть использованы для генетиче- 

ия без разрешения донора, 

но в большинстве стран 
рующими секретность 

ации. Кроме того, в 


криминации. Во-вторых, потребитель мо- 
жет неправильно интерпретировать полу. 
ченную в результате тестирования инфор- 
мацию. Гены ВЕСА1Т и ВКСА2 являются хо- 
рошим примером этой проблемы. Эти гены 
кодируют супрессоры опухолевого роста, 
препятствующие неконтролируемому деле- 
нию клеток. Если такие гены отсутствуют 
или изменены, то у тестируемого индиви- 
дуума имеется 50%-ная вероятность разви- 
тия рака груди, и возрастает риск развития 
рака яичников. Если тестируемая женщина 
является членом семьи с высоким риском 
заболевания, т. е. такой семьи, где среди 
ближайших родственников в следующих 
друг за другом поколениях было несколько 
случаев заболевания раком как груди, так 
яичников, и если эта женщина имеет поло- 
жительный результат теста, то вероятность, 
что у нее разовьется рак груди, составляет 
90%. В таких случаях профилактическое 
хирургическое удаление груди и яичников 
сильно увеличит шансы избежать болезни. 
Для всех остальных индивидуумов с поло- 
жительным тестом риск развития рака 
только слегка выше нормы, но зафиксиро- 
вано много случаев, когда такие индиви- 
дуумы по собственному желанию идут на 
операцию удаления груди. 

Исследующие генетическое тестирование 
социологи сделали несколько интересных 
наблюдений. Во-первых, у индивидуумов су- 
ществует тенденция к разделению на две 
группы: «беспокоящиеся» и «избегающие». 
Первые соглашаются с диагнозом, пытаются 
получить как можно больше информации о 
болезни и часто становятся политически ак- 
тивными, призывая к увеличению финанси- 
рования исследований и здравоохранения. 
«Избегающие» пользуются всеми средствами, 
чтобы преуменьшать опасность или даже 
< наличие нарушений в генах их се- 


ми к данному вопросу у 


| 
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Дополнительная литература 


РОСМ: В гл. 2 подробно описываются принципы методов гибридизации с использовани- 
ем нуклеиновых кислот и различные методы блотгинга (саузерн, нозерн и др.). 


РОСА: В гл. 6 подробно обсуждается использование методов биоинформатики для иден- 
тификации генов по данным секвенирования. В тл. 12 объясняются многие специальные тер- 
мины, используемые в генетике человека, включая понятие баллов 100 (десятичный лога- 
рифм шансов, 108 оЁШе о44$), и есть раздел, посвященный количественным признакам. 


Арег }$, Ага С, Азсн А, её а|. (е4$) (2002) Тве РоцЫе-Е4ве4 Нейх: бос1а! ппрИсанопз оР 
Сепейс$ ша Пумегзе Зосеу. Лоп5 НорКкиз Ргезз, ВаШитоге. 


Две великолепные обзорные статьи, посвященные последствиям генетических вариа- 
ций человека, влияющих на восприимчивость к лекарствам: 

Зовпзоп ТА, Еуапз \УЕ (2002) Моесшаг ФавпозНсз аз а рге@сйуе 100]: вепейсз оЁ гие 
ей сасу ап4 (ожсйу. Тгеп4з Мо! Меа 8, 300—305. 

Во4еп ОМ, Сеогре А!. (2002) Тве вепейс Ъазй5 оЁ уапабИИу шт гие гезропзез. Машиге Ве- 
ме\мз Огав ПОузсоуегу 1, 37—44. 


Этот обзор является образцом ясности и четкости на фоне большого количества статей, 
которые практически недоступны для понимания неспециалистам: 

Лазоп В, З{ервепз С, УИпаетий А (2000) Тве ргедсиуе ро\ег оЁ Вар!ойурез ш сШиса! 
тезропзе. Рвагтасовепописз 1, 15—26. 


Великолепный, понятно написанный учебник, в котором есть разделы, посвященные 


большинству вопросов, затронутых в данной главе: 
Миззбаит ЕВГ, Мешпез ВК, УИага НЕ (2001) Сепенс; ш Медсте. \/В баипаегз, РВйа- 


дерма 
Великолепный обзор путей установления генетических заболеваний с использованием 


методов геномики и классической генетики: | - ; 
РеКопеп Г, МсКияск УА (2001) ПувзесийЕ Витап 915еазе ш {фе розвепопис ега. $сепсе 


у тс 4 
сцеплений в различных популяциях: 
ИК $ ега1. (2001) 1пкаве, веди огиит {п ве Витап зепоте. Машге 
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О щЩБвЕишыЫ ЙЕ ЫЫЫЫЮЮЮОЮПЮЫЮЫЮЫ%]З,8ЖяУИж ББ БрБр—а.+е+Е 


Диагностика и лечение рака 


Введение 


Рак — общий термин для болезней, включающих аномальную или не- 
контролируемую пролиферацию (размножение) клеток. Новые клетки, не 
выполняющие никакой полезной функции в организме, называют нео- 


Таблица 5-1 Некоторые наиболее распространенные формы рака 


Болезнь Комментарии 


- 
Рак легких Главная причина смертности от рака для обоих полов. Четко просматри- 
вающиеся связи с курением (активным и пассивным) и действием вредных 
А Дмдн +. °, веществ из окружающей среды, таких как асбест, соединения мышьяка 


Рак груди Вторая из основных причин смертности от рака у женщин (редко у муж- 
р ИА УЧИ чин). Риск увеличивается с возрастом. Семейная предрасположенность 


Рак простаты Вторая из основных причин смертности от рака у мужчин. Риск увели- 
г чивается с возрастом 


Третья из основных причин смертности от рака у обоих полов. Связь с 
диетами с высоким содержанием жиров и низким содержанием клет- 


| чатки. Семейная предрасположенность 
_ Существует в виде базально-клеточной карциномы или злокачественной 
_ мела . Вторая из наиболее распространенных форм рака, возникаю- 
а тридцати лет. Возможные причины возникновения: 


т) 


‚ радиация, УФ-облучение 
а 
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распространения называется метастазированием 
ровать. Поэтому диагностиров 
можно раньше. 


Существует более 200 различных форм рака у человека, при этом пора- 
жены могут быть различные типы тканей и клеток (табл. 5-1). Наилучшее 
лечение или наиболее эффективная комбинация различных вариантов ле- 


чения зависят от специфического типа болезни. Есть три основных класса 
Ну инь раковых заболеваний: карциномы, саркомы и гематологические формы 
ВЫ Кеть рака. Карциномы — опухоли, которые возникают из эпителиальных кле- 
НаЗыВаю вн ток, выстилающих внутренние органы или внешнюю поверхность тела, 


(т. е. кожи, внутренней поверхности желудка, протоков молочной железы 

и легких). Саркомы возникают из клеток структур опорно-двигательного 
ы реа аппарата тела (т. е. костей, мышц и хрящей). Гематологические типы рака 

возникают из клеток крови или их предшественников; они включают лей- 
кемии, лимфомы и миеломы. 


Молекулярные основы рака 


В отличие от болезней, которые обсуждались в двух предыдущих 

главах, рак не наследуется и не является инфекционным заболеванием. 

Рак — это генетическая болезнь, так как всегда подразумевает измене- 

ние ДНК, но он всегда приобретается соматическими клетками в про- 
цессе жизни индивидуума и не переходит следующему поколению. На- 

_ конец, рак возникает из-за мутаций в генах, контролирующих рост и 

| размножение клеток. Одной мутации в одном гене недостаточно, чтобы 
в вызвать рак, поскольку у человека в процессе эволюции была вырабо- 
* тана сложная регуляторная система контроля клеточного деления. Она 
обеспечивает дублирование элементов и устранение неполадок и повы- 
_ шает тем самым надежность работы всей системы в случае, если какие- 


у 


удь компоненты выйдут из строя. Следовательно, рак — это много- 


болезнь, когда по мере накопления мутаций неопластиче- 
ь ** ‘становятся все более аномальными и агрессив- 


и 


то- 
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Эволюция происходит в результате конку- 
ренции, при которой особи, лучше приспо- 
собленные к выживанию и воспроизводству, 

} вытесняют другие особи с низкими уровня- 
ми приспособляемости и плодовитости. 
Среди одноклеточных организмов клетки с 
| наибольшей скоростью деления оказывают- 
| ся в наибольшем выигрыше. У многоклеточ- 
| ных организмов конкуренция между клетка- 
ми подавлена для пользы всего организма в 
целом. Однако если эта репрессия отменена 
| (как в случае рака), клетки теряют «чувство 
ИИ долга» по отношению к организму и опять 
| ведут себя как эгоистические существа. По- 
И скольку выживание организма гораздо важ- 
| нее, чем выживание клетки, человеческий 
| | род эволюционировал вместе с соответст- 
ПИ 'вующими регуляторными механизмами, по- 
| | зволяющими предотвращать рак у большин- 
| ства людей до тех пор, пока они не выйдут 
ВИ из репродуктивного возраста. Но при эво- 
| люционном подходе к проблеме рака сле- 
И дует заметить, что у пожилых людей нет се- 
|| лективного преимущества в защите от рака. 
Вот почему рак — это в основном 
возрастная болезнь. 
Современные исследования дают основа- 
, ния предполагать, что в клетке должно на- 
копиться, по крайней мере, шесть мутаций, 


| Нормальные 
| клетки 


Аберрантные Ранняя 
криптовые очаги аденома 


| Дополнение 5-1 Рак как эволюционный процесс 


чтобы вывести из строя регуляторные меха- 


низмы и вызвать неконтролируемую про- 
лиферацию. Однако каждая последующая 
мутация вызывает еще большую степень 
нарушения регуляции, так что большинство 
видов рака проходят через характерные 
стадии дисплазии (небольшая избыточная 
пролиферация и клеточная дезорганиза- 
ция), роста доброкачественной опухоли, 
превращение в злокачественную опухоль и 
метастазирование. Как в любой развиваю- 
щейся системе, будут доминировать клетки 
с наибольшими скоростями пролиферации. 
Развитие рака, следовательно, включает 
ступенчатую селекцию клеток, которые ста- 
новятся все более и более атипичными по 
мере утраты механизмов контроля за рос- 
том. Вероятность того, что любая клетка 
приобретет шесть независимых мутаций, 
очень мала, даже если нормальная ско- 
рость возникновения мутаций увеличится 
под действием факторов окружающей сре- 
ды. Следовательно, важный компонент раз- 
вития рака — потеря стабильности ДНК из- 
за мутаций в генах, участвующих в регуля- 
ции репликации и репарации ДНК (см. 
текст). Особенно хорошо изучено накопле- 
ние мутаций при развитии колоректального 
рака (рис. Д5-1). 


Промежуточная 
аденома 


Поздняя 
аденома 


Карцинома 


Таблица 5-2 
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Генетические и внешние 


факторы, способствующи 
развитию рака мы 


Поп 


Генетическая 
предрасполо- 
женность 


Пол 


Вредные фак- 
торы окружаю- 
щей среды 


Стресс 


Пищевые 


добавки 


Вирусы 


Некоторые редкие мутации с такой высокой частотой сопровожда- 
ются раком, что их часто называют причиной болезни. Например 
мутации в гене ВВ1 почти неминуемо вызывают ретинобластому. | 
Однако в основном предрасположенность к раку вызвана поли- 
морфными вариантами, каждый со своим небольшим кумулятив- 
ным эффектом. Эти варианты могут увеличивать общий риск забо- 


левания раком, но другие генетические и внешние факторы также 
важны 


У женщин более вероятно развитие рака груди, так как ткань молочной 
железы у женщин от природы более разросшаяся, чем у мужчин 


Асбест, некоторые промышленные химреагенты (например, бензол), 
большая разовая доза радиоактивного облучения, длительное воздей- 
ствие радиации низкой интенсивности также могут вызывать поврежде- 
ния в ДНК, увеличивая риск мутаций. Курение — вредный фактор окру- 
жающей среды, являющийся причиной 30% всех смертей от рака, пре- 
имущественно рака легких 


Длительный стресс, как было показано, способствует развитию некото- 
рых форм рака, хотя механизм неясен 


Нитрат натрия может трансформироваться в мощный канцероген (по- 
вреждающий ДНК агент, связанный с раком) 


Вирусы иногда увеличивают риск возникновения рака. Например, 
вирус папилломы человека и вирус герпеса могут способствовать 
возникновению цервикального рака, поскольку вирусные белки 
взаимодействуют с человеческими белками, контролирующими кле- 
точную пролиферацию 


Эстроген-замещающая терапия связана с некоторыми случаями рака 
груди и яичников, так как этот гормон стимулирует клеточную пролифе- 
рацию 


Отсум ствие. ческой нагрузки и плохое питание связаны с повышен- 
я болевания раком, хотя механизм неясен 
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„Активация онкогена 
„Активация гена- 


Гены метаста- 
зирования 


| „Накопление по- супрессора 
вреждений в ге- | |Изменения в: 
номе | |Генах апоптоза/выжи- 
вания 


„Генах ангиогенеза, ин- 
вазии (начала заболева- 
ния), развития 
(прогрессии) 

«Генах устойчивости к 
лекарствам 


| | > Прогрессия Метастазирование 


ИО Рис. 5-1 Развитие рака, представленное в виде последовательности генетических процессов (а)и 
|] физических процессов (6). 


* Гены опухолевых супрессоров кодируют белки, функция которых в 
организме — подавлять рост и пролиферацию клеток. Эти гены могут 
замедлять цикл деления клеток (в противоположность протоонкогенам, 
ускоряющим этот процесс) или они могут обладать другими функциями, 

_ такими как стимуляция клеточной дифференциации или программируе- 
_мой смерти клеток. В случае нарушения одной из этих функций возни- 
: ок размножающихся клеток. Для возникновения большинства 

обе копии гена опухолевого супрессора должны быть инакти- 


Е 
4 юдукты протоонкогенов в нормальной клетке выполняют целый 
ункций. Например, они могут быть факторами роста, рецепторами, 
‘нтами внутриклеточных сигнальных путей, факторами транс- 
или регуляторными белками, которые способствуют протека- 
ов клеточного цикла. Превращение протоонкогена в онко- 
ощий развитие рака, может происходить четырьмя различ- 
лько примеров приведено в табл. 5-3). Отметим, что 
че ние функции. В случае генов 
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Таблица 5-3 Примеры четырех механизмов превращения 
протоонкогенов в онкогены 


Г 
) 


Механизм Ген (продукт) Пример 


Амплификация всего гена, приводящая ЕВВВ2 ( 
; мембраноска- 
| к суперэкспрессии нормального белка  нирующий ИО) 


Точковая мутация вызывает повышен- Семейство КАб (внутри- 
ную активность или конститутивную ак- клеточный сигнальный 


Рак груди 


Многие формы рака 


тивность белка белок) 
Хромосомная транслокация создает хи- АВ! (внутриклеточный — Химерный ген ВСК- 
мерный ген. Слитый белок обладает по- сигнальный белок) АВИ, хроническая 
| вышенной активностью миелоидная лейке- 
МИЯ 
Хромосомная транслокация перемеща- МУС (фактор транс- Лимфома Беркитта 


етген из неактивного хроматина вак- — крипции) 
тивный, что приводит к повышенной 
экспрессии нормального белка 


заболеваниям, функция которых — поддерживать стабильность генома. 
Котор } Эти гены часто вовлечены в репликацию и репарацию ДНК, и мута- 
ыы ции в них делают геном более подверженным дальнейшим мутациям. 
Последние увеличивают вероятность повреждений в протоонкогенах и 
тенах опухолевых супрессоров. Например, мутации в генах М5Н2 и 


Дополнение 5-2 Молекулярный контроль клеточной пролиферации 


Клеточная пролиферация тесно связана с ные пути, и многие из компонентов этих 
контролем клеточного цикла, который путей являются протоонкогенами, так как 
представляет собой серию событий, проис- их повышенная активность промотирует 
ходящих между двумя последовательными клеточное деление (рис. Д5-26). Чтобы 
делениями клеток (рис. Д5-2а). Наиболее поддерживать стабильность генома, ком- 
важные события. очного цикла — реп- плексы циклин — СОК должны также инги- 


ликация ДНК (синтез, или 5-фаза) и митоз бироваться внутренними сигналами. Такие 
Л- фаза) т сигналы предотвращают начало митоза, 


ы В о если репликация еще не прошла полно- 
не < стью, и предотвращают начало репликации 
о ДНК, если не завершилось клеточное деле- 
; - й компонент регуляторной сис- 
ение клеточного деле- 


‚ нерепарированное 


чый цикл должен ] 
ока не произойдет ре- | 
м 
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ках», которые контролируют прогрессию 
клеточного цикла на определенных стади- 
ях. В человеческих клетках наиболее важная 
сверочная точка имеет место при 61 /5-пе- 
реходе (начало репликации ДНК). В этой 
точке действует несколько продуктов генов 
опухолевых супрессоров, включая белок 
ретинобластомы рЕВ и продукт гена 


б 


Рецептор 


у 


ТР5З, который называется просто р53. По. 
видимому, утрата функции р53 -— наибо- 
лее важное изменение в случае большинст. 
ва форм рака, так как этот белок играет 
ключевую роль в остановке клеточного 
цикла в ответ на повреждение ДНК и в ин- 
дукции апоптоза. По этой причине р53 
возвели в ранг «хранителя генома». 


Митогенные стимуля- | 
торы (факторов роста) | 


Митогенный 
сигнальный путь 


Факторы митоген- | 


ного ответа 


р21 <—— р53—— 


МОМ? 


СрК4/6 к 
циклин 21 


ы 


Вы — |Е2Е1——р19 


Сверочная точка 
повреждения ДНК 


[7 5 


\1 


'Апоптоз 
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А ‚Роль геномики в изучении рака 


ь путем анализа потери ге- 
терозиготности в опухолях индивидуумов, уже при рождении лишенных 


одной копии гена. В сущности, это метод диагностики, при котором ис- 

пользуется гибридизация по Саузерну или, чаше всего, ПЦР-анализ (см. 

гл. 1) для выявления фрагментов ДНК, которые присутствуют в нормаль- 

з ных клетках, но отсутствуют в опухолевых клетках (рис. 5-2). Более совре- 

| менный метод сравнительной геномной гибридизации (ССН — от англ. 

сотрагайоп гепоше Вубм@айоп) может быть использован для выявления 

районов генома, которые содержат амплификации генов, вызывающие 

рак. Этот стандартный подход с использованием хромосомных пластинок 

в настоящее время вытесняется гораздо более удобными методами, осно- 
ванными на применении геномных микрочипов. 

Геномика предоставляет еще большие возможности для идентифика- 
ции и функциональной характеристики генов, связанных с раком. Еще 
важнее то, что она также обеспечивает экспериментальными методами 
для установления функциональных связей между генами. Полная после- 

| довательность генома человека содержит список всех генов любого рай- 
она хромосомы, что можно использовать для идентификации кандидатов 


М ТЕ! Т2 ТЗ Т4 Т5 


*= 2 
ТЗ 
т4 

-. Т5 


позволяет выявлять присутствие генов опухоле- 
ндид ат на роль гена, В о орессора флан ы 
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в гены опухолевых супрессоров или онкогены, ыыы анализом 
потери гомозиготности или сравнительной в оиск гомо. 
логий среди 150 (или около того) генов рака, которые уже были иденти. 
фицированы, также может оказаться полезным для выявления функцио- 
нальных гомологов, хотя предварительный анализ с использованием 
этой стратегии пока не позволил обнаружить новых кандидатов. Проти- 
воположный подход предполагает использование сравнительной геному- 
ки для поиска генов, не являющихся кандидатами. Рак — это болезнь 
животных с относительно продолжительным временем жизни, и, следо- 
вательно, защитные механизмы, предотврашающие рак, являясь следст- 
вием эволюционной адаптации, возникли относительно недавно. Хотя 
теном дрожжей содержит значительное количество генов, контролирую- 
щих стабильность ДНК и клеточную пролиферацию, оказывается, что не 
существует ортологов для 30 (или около того) генов опухолевых супрес- 
соров, которые были обнаружены у человека. В этой связи геном дрож- 
жей можно было бы использовать для выявления в геноме человека тех 
тенов, которые не являются генами-кандидатами опухолевых супрессо- 


пзи!п 
> 


Зина 


2 
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ров, что дало бы возможность ученым скон 
следованиях на остальных генах. 


Для идентификации генов рака все большее применение находят мето- 
ды функциональной геномики (см. гл. 2). Например, сиквенсный сэм- 
плинг, микрочипы, анализ протеомов использовались для идентифика- 
ции генов и белков, экспрессия которых понижена или повышена в слу- 
чае заболевания раком. Эти данные собирают в рамках проекта Сапсег 
Сепоше Апаюту Ргозес( («Генетическая анатомия рака»), цель которого 
воссоздать полную молекулярную картину для каждой формы рака 
(пир: //зумл псы. пт. пй.гоу/ССАР/) (рис. 5-3). Другой подход функцио- 
нальной геномики, играющий важную роль в исследованиях рака, вклю- 
чает методы картирования межбелковых взаимодействий, в частности, на 


центрироваться в своих ис- 


#7. 


‚2, 
#7. 


д 
Я, 


вых Чо основе дрожжевой двугибридной системы. Например, один из самых ран- 
ы м них крупномасштабных экспериментов по двугибридному скринингу был 

НОМ Дод. основан на использовании циклин-зависимых киназ дрозофилы в качест- 
Человека т ве бейт-белка, чтобы выявить новые регуляторы клеточного цикла. И 
СХ СуПрки, масс-спектрометрия была использована для идентификации новых ком- 


понентов сигнального пути эпидермального фактора роста, избыточная 
активность которых часто приводит к раку груди. Анализ белковых взаи- 
модействий особенно важен для разработки противораковых препаратов, 
которые блокируют клеточную пролиферацию в результате конкуренции 
за связывание с поверхностными белками. 


Новые методы диагностики рака 


Диагностика рака обычно осуществляется после физического исследо- 
гия, за которым, как правило, следует анализ образцов (кровь, моча) 
тканевых биопсий с целью получения доказательств существования 
еских клеток или их продуктов. Для подтверждения наличия 
‹их опухолей используются более сложные методы, например ульт- 
иевая радиография или аксиальная компьютерная томография 
клад биотехнологии и геномики в диагностику рака выражается в 
е новых иммунологических методов детекции специфических 
в использовании анализа транскриптов и протеомов для клас- 
‘болезни и установления ее стадии. = 
: ‘тител в качестве терапевтических агентов обсуждается 
здесь мы не будем об этом говорить подробно. Доста- 
что антитела способны связываться с целевыми антиге- 
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| 

может также быть полезен для локализации ний р пы, В 
| качестве примеров разрабатываемых с оаввинй мм. следует 
упомянуть антитела, узнающие карциноэмбрионал иген (такой 
| антиген экспрессируется на поверхности многих арен) и человече- 
ский хорионный гонадотропин, который тоже синтезируется в некото. 
| рых опухолях. 

Иногда невозможно использовать антитела для идентификации 
раковых опухолей по экспрессирующимся в них маркерным белкам. 
| Действительно, нередко бывает трудно различить некоторые формы 
рака с использованием традиционных цитологических, цитогенети- 
| ческих и биохимических тестов. Это касается острой миелоидной лей- 
| кемии (ОМЛ) и острой лимфобластоидной лейкемии (ОЛЛ), диагно- 
| стика которых базируется на проведении многих различных тестов, 
] причем ни один из тестов не обеспечивает 100% надежности. Важно 
| то, что болезни по-разному реагируют на лекарственную терапию: 
| даунорубицин и цитарабин более эффективны в случае ОМЛ, а па- 
| циенты с ООЛ лучше реагируют на винкристин и метотрексат. Сле- 
| довательно, для благоприятного клинического результата очень ва- 
| жен правильный диагноз. 

р Недавно было показано, что точный диагноз можно устанавливать с 
ИИ помощью ДНК-микрочипов, позволяющих увидеть полные профили экс- 
прессии генов (рис. 5.4). В то время как традиционные тесты ищут оди- 


Пациент 


Автоматизированный 


анализ изображения Составное 


изображение 
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ночные маркеры, метод микрочипов включает анализ приблизительно 50 
профилей генной экспрессии, что обеспечивает гораздо б . 
тановления различий. Алгоритм - раздо большую степень 
—: се: профи В а ве в данных используются 
процесс известен как предсказани Ри етот 
е класса. В одном исследовании 36 из 38 
пациентов были правильно разделены на группы ОМЛ или ООЛ на осно- 
вании единственного теста. Аналогичные тесты в настоящее время разра- 
батываются для ряда плотных опухолей. 

Тот же метод может быть использован не только для классификации 
уже известных подтипов болезни, но и для идентификации новых. Напри- 
мер, только 40% пациентов с неходжкинской лимфомой отвечают на со- 
временную терапию. До недавнего времени невозможно было сказать, ка- 
кие пациенты ответят на лечение до его начала. Однако с помощью ДНК- 
микрочипов было обнаружено два ранее нераспознаваемых подтипа бо- 
лезни, которые соответствовали различным клиническим исходам и отве- 
там на лекарственную терапию. В этом случае алгоритмы кластеризации 
данных не содержали заранее заданных категорий болезни, и метод ана- 
лиза, известный как обнаружение класса, позволил отнести новую болезнь 
к разряду ранее неустановленных. 

В то время как некоторые виды рака можно диагностировать по изме- 
нению уровня мРНК, часто более информативным оказывается определе- 
ние уровня белков, поскольку именно они (белки) являются истинными 
функциональными молекулами клетки. Если изменения, связанные с бо- 
лезнью, происходят посттранскрипционно, то уровень белка может ме- 

няться, в то время как количество соответствующего транскрипта будет 
оставаться тем же. Двумерный электрофорез с последующей масс-спек- 
трометрией, являющийся главной технологической основой протеомики, 
может быть использован для сравнения образцов, взятых у здоровых и 
больных людей, и идентификации белков, пригодных в качестве маркеров 
болезни (рис. 5-5). Например, были идентифицированы белки, которые 
_ Можно использовать для диагностики рака груди, рака толстой кишки и 
_ рака мочевого пузыря, причем в последнем случае были найдены различ- 

е белки, характерные для ‘различных стадий заболевания. Это позволя- 
` точно устанавливать тадию и назначать соответствующее лечение по 
ре прогрессирования 3 евания от начального переходного эпителия 

Г агресси чешуйчато-клеточной карциномы. Ниже обсужда- 


№»: 
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Здоровый 
индивидуум 


—__х 


Б Разделение белков, 
рой сравнение двумерных гелей 
пациент 


| 


Использование масс-спектрометрии 
для идентификации связанного 
с болезнью белка 


Рис. 5-5 Профилирование болезней протеомными методами. Сравнение профилей экс- 
прессии белков, выделенных из здоровых и больных организмов, двумерным электро- 
форезом (как показано здесь) или методом комбинации жидкостной хроматографии и 
масс-спектрометрии позволило выделить и охарактеризовать белки, которые присутст- 
вуют или отсутствуют в состоянии болезни. Такие белки представляют собой потенци- 
альные маркеры болезни или терапевтические мишени. 


фосфорилирование необходимо для трансдукции сигнала роста. Соотно- 
о форилированного и нефосфорилированного статмина может 

‚’ определено методами протеомики, обе формы белка кодируются 
НЕ МРНК, так что анализ транскриптов оказывается неин- 


ок, называемый псориазин, был идентифицирован как ранний 
очевого пузыря. Псориазин можно определять в моче, ко- 

ство жидкостей в организме, не содержит мРНК. В 
ика — наилучший метод анализа не потому, что 
тивен, а потому, что нечего определять (отсут- 


и; мА И 5НЯБбОС 
к ЭД сура мй АЗК Фомы 
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верки успешности первого хирургического вмешательства или для вы- 
, бора альтернативного лечения). В случае слишком далеко зашедшего 
ыы рака хирургия используется как паллиативный метод лечения (т. е. 

уменьшение опухолевой массы, чтобы убрать симптомы). Три другие 


метода лечения так или иначе связаны с технологией рекомбинантных 
ДНК и геномикой. 


Радиотерапия 


Радиотерапия — это способ лечение рака рентгеновскими лучами или 
другими формами радиации, которые воздействуют на организм либо 
снаружи (телетерапия), либо изнутри в результате введения в организм 
изотопов (брахитерапия). Радиация, по-видимому, повреждает ДНК опу- 
холевых клеток. Применимость радиотерапии зависит от разницы в чувст- 

метрин вительности к радиации со стороны опухоли и окружающих тканей. Чув- 


ного ствительность отчасти обусловлена содержанием кислорода в ткани, так 

как под действием радиации возникают свободные радикалы, вызываю- 
Сравнение уфе щие вторичные повреждения ДНК. Чрезвычайно чувствительные к радиа- 
мов, умер ции опухоли легко разрушаются очень низкими дозами, а те, что обладают 
КоСтНоЙ уро низкой чувствительностью, нуждаются в более высоких дозах. Тогда сле- 
елки, Которе: дует правильно оценивать влияние радиации на окружающие ткани, осо- 
`тавляют собой ри бенно если опухоль находится в чувствительном органе. Радиотерапию 
а зай можно использовать для лечения многих локализованных опухолей, 

включая операбельные (такие как опухоли груди) и неоперабельные (та- 
кар, кие как опухоли нервной системы). Кроме того, радиотерапия применяет- 


ся после хирургической операции для уничтожения остаточных раковых 
клеток. Метод обладает рядом выраженных побочных эффектов (напри- 
мер, выпадение волос, поражение костного мозга), что отражает влияние 
радиации на клетки тела, которые в норме быстро делятся. Более долго- 
срочные побочные эффекты также наблюдаются, когда радиация убивает 
ткани, возобновляющиеся медленнее. 
Как упоминалось выше, антитела можно использовать для доставки 
_ радиоизотопов к опухолям для диагностической визуализации. Однако 
_ если использовать более мощные изотопы, такие как иттрий-90 (*У) и 
_—  иод-131 (84), то можно очень эффективно уничтожать опухолевые клет- | 
_— ки. Антитела, узнающие опухолеспецифические антигены, помогают кон- | 
: три отоп в месте локализации опухоли, максимально увели- 
ы е осный эффект для опухолевых клеток и минимизируя влия- 
я ткани. Этот подход известен как радиоиммунотерапия 


ЙА. 45*°р.1. 8 в 


81041" 3З 5%ер-т Мояв : М0 В 


Рис. 5-6 Трехступенчатая процедура радиоиммунотерапии, использованная для лечения 
пациента, страдающиего раком яичников. Опухоль была обозначена в качестве мишени 
биотинилированным моноклональным антителом, и после удаления из организма не- 
связавшихся коньюгатов был инъецирован комплекс стрептавидин-радиоизотоп. 


подход (рис. 5-6). На первой стадии в организм вводится антитело с при- 
соединенным остатком биотина, узнающее опухолевый антиген. Затем 
вводится второй компонент, который выводит из системы кровообраще- 

ния циркулирующие антитела. Наконец, вводится содержащий радиоизо- 
_топ стрептавидин, который доставляет высокую дозу радиоактивности не- 

_ посредственно к раковой опухоли с минимальным уровнем вреда для дру- 

о тих тканей. Этот подход основан на высоком сродстве биотина и 
‚ стрептавидина, что позволяет целенаправленно и эффективно воздейст- 
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пн атови ототакого идеала, ‘поскольку влияют на_все пролифери- 
рующие клетки, вызывая тяжелые побочные эффекты. Эти химиоте- 
о т м аюние ДНК оатри 
И еотрексат. ко 1 хлорамбуцила), антиметаболиты (та- 

ь торый препятствует синтезу ДНК) или 
химические вещества, препятствующие клеточному циклу (например, 
паклитаксель, винкристин). 

Молекулярная биология и геномика могут предложить многое в облас- 
ти разработки противораковых препаратов, так как они создают основу 
для более целенаправленной терапии. Клонирование и характеристика 
онкогенов и генов опухолевых супрессоров создают новые мишени для 
разработки лекарств, и селективность лекарств может быть повышена в 
результате исследования структуры и взаимодействия соответствующих 
белков. Отметим, что специфичные для опухолей маркеры, идентифици- 
руемые с помощью транскрипционных профилей, гибридизация на мик- 
рочипах и протеомика (например, статмин, см. выше) позволяют выяв- 
лять возможные мишени. Статус мишеней может быть подтвержден путем 
сбора информации об их экспрессии и биохимической функции, а также 
путем определения частоты, с которой происходит нарушение их регуля- 
ции при различных формах рака. Если такие мишени оказываются не со- 
всем пригодными (например, если ген проявляет обширный полимор- 
физм), то белки, взаимодействующие с ними в составе комплексов или на 
путях метаболизма, могут стать подходящей альтернативой. Такие белки 
можно идентифицировать с помощью двугибридной системы и аналогич- 
ных подходов. 

Затем могут быть осуществлены программы поиска (скрининга) ли- 
дирующих соединений, терапевтическая активность которых может 
быть оптимизирована. Для выявления наиболее подходящих лекарств- 
кандидатов можно использовать комбинацию двух подходов: широко- 
масштабный скрининг химических библиотек и рациональный дизайн 
лекарств; некоторые примеры разрабатываемых или недавно утвер- 
жденных специфичных к мишени соединений перечислены в табл. 5-4. 


у человека и этих более простых животных. Даже дрож- 


Е могут быть пр [ГС рования некоторых ле- 


химиотерапевтические агенты, предназначенные для 
й воздействия на специфические белки, регуляция которых 
нарушена в случае рака 


Лекарство Мишень Функция 


ЕСЕ рецепто Рецептор фактора роста, су- 
Иресса (201839) Ре . перактивность наблюдается 
при нескольких формах рака 


трансферазы (ингибирует фактора роста, суперактив- 
мембранную локализацию) ность — индикатор многих ра- 
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| Ингибиторы фарнезил- Семейство Ваз Участие в сигнальном пути 
| ковых заболеваний 


Вортманин Р!З-киназа Регулятор вторичных мессенд- 
жеров, необходимых для про- 
лиферации выживания иан- 
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| Таблица 5-4 Некоторые разрабатываемые «низкомолекулярные» 

| 

| 

| 

гиогенеза | 


| Флавопиридол, индирубин Циклин-зависимая киназа Контроль клеточного цикла ] 


| Пититрин-о. (активирует р53 Главный опухолевый супрес- 
| р53-зависимые гены) сор, известный как «хранитель ] 
клеточного цикла» 
| | Р5-341 265 протеосома Деградация белков, уничтожает 
И белки опухолевых супрессоров 
_  17ААВ Н5р90 Молекулярный шаперон, необ- 
ходимый для фолдинга и ста- 
бильности многих онкобелков 
м четы У 
р ож ВЕК (57-1571) ВСВ-АВЕ Опухолеспецифический хи- 


зв к, мерный белок, внутриклеточ- 
ны : ная протеин-киназа 


дят митотические ингибиторы паклитаксель, винбластин и вин- 
^ сожалению, эти молекулы продуцируются в малых количест- 
лае экстракцию ь 


а производства этих лекарств 
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Рис. 5-7 Упрощенная схема метаболического пути у Сайагатйиз гозеиз, приводящего к 
образованию противораковых препаратов винбластина и винкристина. Отметим уча- 
стие множества клеточных компартментов и пересечение двух независимых путей на 
стадиях превращения триптамина и секологанина в стриктозидин. Эти особенности, а 
также сложная регуляция на уровнях генной экспрессии и белковой активности сильно 
усложняют воспроизведение пути в системах клеточных культур. Показаны ферменты 
ТОС (триптофан-декарбоксилаза) и $ТВ (стриктозидин- -синтаза). Устранение первого 
«узкого места» (скорость-лимитирующей стадии) путем увеличения количества ТОС 
т попросту позволило выявить на пути следующее узкое место — стадию получения $ТК. 
Единственно возможный ключ к решению этой проблемы — идентификация и супер- 
7 экспрессия факторов транскрипции, которые регулируют множество генов, участвую- 
щих в метаболическом пути. 
| 
| 


инженерии можно осуществить модификацию определенных этапов 

| °  Метаболического пути, например удалить скорость-лимитирующие стадии | 
| _ ИЛИ ингибиторы и, таким образом, повысить выход желаемых молекул. 

| 98 + и ключевая ранняя стадия метаболического пути катализируется | 

>вкуе тирующим ферментом триптофан-декарбоксилазой, по- 

количества этого фермента и, соответственно, по- 

аал ‚идов была осуществлена суперэкспрессия гена /4с. 

т ыы привел к О енисго продукта 


одукци! аеаровиа 


164 


Глава 5 


и > 
сес фм 


Рис. 5-8 Активационные ловушки для идентификации фенотипов, связанных с приоб- 
ретением функций, таких как увеличение продукции алкалоидов в растениях. Вверху — 
эндогенный растительный ген под контролем слабого ‚или ограниченно работающего 
промотора. Интеграция конструкции с активационной ловушкой, которая содержит 
сильный направленный вту же сторону промотор, повышает активность прилегающего 
гена. 


ловушек», которые встраиваются случайным образом в геном и активиру- 
ют прилегающие к ним гены (рис. 5-8), позволило идентифицировать 
ключевой транскрипционный фактор, который координирует несколько 
стадий пути биосинтеза алкалоидов. Другой фактор транскрипции с ана- 
логичными свойствами был найден с помошью одного из вариантов 
дрожжевой двугибридной системы (с. 78), предназначенной для иденти- 
фикации белков, связывающихся со специфическими последовательно- 
стями ДНК. Альтернативный подход — перенос полных метаболических 
путей в новые хозяйские организмы. Например, недавно было показано, 
‘что витамин А может быть синтезирован в зернах риса путем введения 
° всех компонентов метаболического пути из других источников. Возмож- 
‘будущем такие лекарства, как винбластин и винкристин, будут полу- 


герапия — новейшее направление в раковой терапии, использующее 
еские агенты, такие как белки (включая антитела), пептиды, нук- 
ы, вирусы и целые клетки. Хотя границы между разными 

ыы еже аа оитрируем наше внимание на ис- 

лков в качестве. щи © ских агентов и отложим рас- 

ы : лот (включая генную тера- 

> время существует лишь не- 

›иоте] втических агентов, 


овых подходов и некото- 
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лимфокин-активированных клеток- 


киллеров, которые проникают в опухо- 
ли и освобождают токсины, убиваю 


щие раковые клетки. С другой стороны, 
П.-2 можно использовать для стимуляции активности взятых у пациента и 
культивированных Т-лимфоцитов, которые затем снова вводятся в орга- 
низм. Эта стратегия называется адоптивной биотерапией. 

Около 20% разрабатываемых в настоящее время фармацевтических 
препаратов — это антитела и их производные; многие из них предполага- 
ется использовать для лечения рака. Моноклональные антитела, которые 
узнают опухолевые антигены, запускают каскад комплемента и другие ци- 
тотоксические эффекторные механизмы, помогая тем самым разрушать 
раковые клетки и удалять их из организма. Однако в некоторых случаях 
существует доказательство того, что антитела действуют не только путем 
уничтожения опухолевых клеток, но и путем регуляции их роста. Напри- 
мер, антиидиотипические антитела, которые узнают рецепторы на по- 
верхности злокачественных В-лимфоцитов, обладают прямым антипро- 
лиферативным эффектом, который может быть использован для лечения 
В-клеточной лимфомы. Герцептин был одним из первых терапевтических 
моноклональных антител, одобренным в качестве регулятора. Он узнает 
рецептор тирозинкиназы ЕВ2, которая суперэкспрессируется в случае 
некоторых форм рака груди. Это антитело, по-видимому, действует путем 
увеличения скорости, с которой рецептор поглощается клеткой и дегради- 
рует; такой метод в комбинации с химиотерапией демонстрирует обнаде- 
живающие результаты при лечении метастатического рака груди. 


а 6 в 


Природный иммуноглобулин зсРу белок, слитый 
я с фрагментом зсЕу 
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Более сложные производные антител включают иммунотоксины, у ко. 
торых к антителу присоединен мощный токсин (например, рицин), и им- 
мунные препараты, у которых к антителу присоединена малая молекула, 
например антибиотик (рис. 5-9). Клинические испытания обоих типов 
препаратов продемонстрировали успех в лечении различных форм рака, 
Например, соединенное с рицином антитело анти-СО25 было опробова- 
но на пациентах с устойчивыми к химиотерапии формами лейкемии и 
лимфомы. Еще один подход — экспрессия антитела, слитого с РНазой, 
хотя это еще должно пройти клинические испытания. Иммунотоксины, 
судя по всему, работают лучше в случае гематологических раков, чем в 
случае плотных опухолей, в которых клетки жестко соединены между со- 
бой и мешают проникновению лекарства. Иммуноконьюгат, называемый 
ВЕ96-РОХ, содержит антибиотик доксорубицин и проходит Г и П фазы 
клинических испытаний для лечения рака груди. 

Недавно разработанный иммуноцитокин представляет собой рекомби- 
нантное антитело, экспрессирующееся в виде белка, слитого с цитоки- 
ном, таким как П.-2. Преимущество этого подхода в том, что цитокин, 
который сохраняет свою независимую активность, концентрируется в 
районе опухоли. Доклинические исследования на мышиной модели ней- 
робластомы показали, что П.-2, входящий в состав химерного белка, акти- 
вирует достаточное количество иммунных клеток, чтобы устранить уста- 
новившиеся метастазы. Последняя категория иммуноконьюгатов, кото- 
рые могут выступать в качестве противораковых агентов — абзимы — 
антитела, соединенные с ферментами. Использование таких молекул 
предполагается в случае «антитело-направленный фермент/пролекарствен- 
ной терапии» (АРЕРТ, терапия «направляемый антителом фермент/проле- 

карство»), при которой абзим превращает циркулирующее пролекарство 
(неактивное, нетоксичное) в токсичное противоопухолевое лекарство. 

Например, антитела, специфичные к карциноэмбриональному антигену и 
коньюгированные с В-глюкуронидазой, были использованы в доклиниче- 
ских исследованиях для превращения неактивного пролекарства глюкуро- 
НиИлдокС дин в доксорубицин в районе опухоли. 


» 


мишени 
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бласты, не содержащие р53 и белка ретинобластомы 


шинстве опухолей. 


Другая новая группа мишеней — ферменты, которые контролируют 
метилирование ДНК и структуру хроматина. Эпигенетические модифика- 
ции наблюдаются для многих видов рака, и список генов, выключенных 
таким путем, растет. К числу этих генов относятся не только гены опухо- 


тат, | левых супрессоров, но также те, которые участвуют в апоптозе, репарации 
ит | ДНК, метаболизме потенциальных канцерогенов и метастазировании. 

ы ы Лекарства, селективно препятствующие метилированию ДНК (например, 
обор 5-азацитидин) или ацетилированию/деацетилированию гистонов (напри- 


мер, фенилбутират) также проходят клинические испытания. 
| Ш Наконец, ангиогенез (развитие новых сосудов в опухолевой тка- 
М, ЧТО О ни) — ключевой процесс прогрессии опухоли. Как только опухоли до- 
растают до определенного размера, для поддержания своего роста они 
должны обзавестись независимой системой кровоснабжения. Н1Е-1а 
(индуцируемый гипоксией фактор) — ключевая мишень на этом пути, 
поскольку он индуцируется в условиях низкого содержания кислорода 
и активирует 40 или более генов, необходимых для роста и развития 
кровеносных сосудов. Следовательно, для ограничения опухолевого 
роста можно использовать подходы, включающие ингибирование 
НТЕ-1а и некоторых активирующих его ген. элементов, расположен- 
ных в области, предшествующей началу гена (ирушеат) (включая 
РЗК, см. табл. 5-4). Антигены, имеющиеся на поверхности развиваю- 
щихся кровеносных сосудов, могут также служить подходящими ми- 
шенями для иммунотерапии, так как этот подход не требует проник- 
новения в опухоль. Были созданы антитела против ряда сосудистых 
мишеней, включая сосудистый эндотелиальный фактор роста, ангио- 
тенин и эндоглин. Высокопроизводительный экспрессионный анализ 
и протеомика также играют важную роль, поскольку они помогают 
идентифицировать мишени, экспрессирующиеся в опухолевой сосуди- 
стой сети, но не нормальных кровеносных сосудах. 


Глава 5 


Ниже приведены 12 великолепных обзоров, посвященных Р азработке низкомолекуляр. 


ных противораковых препаратов. 
Два статьи о применении геномики в исследовании и лечении рака: 
Воуег ТС, Свеп Р-Г,, [ее \-Н (2001) Сепоте пита юг Витап сапсег епез: ууВеге!оге ап 


оц? Т’епф т Моесшаг Месте 7, 187—189. 
Бицеа! РА, Казрггук А, Випеу Е е! а. (2001) Сапсег ап гепопс$. Мате 409, 850—852. 


Обзоры по использованию методов транскриптомики и протеомики для обнаружения 
маркеров болезни и диагностики рака: 

Сейз УЕ, Ктавойег М, Стото\а 1 ег а/. (2000) Сепе ехргеззюп ргой!т8: топйопия ‘тапзспр- 
Цоп апа гапзаНоп ргодис!$ изте ОМА писгоагтауз ап4 рго{еописз. РЕЕ$ [ей 480, 2—16. 

ТаКвап: $К, АзВуоп В А (2001) Мисгоаггау ап 15ораоозса! апа]уз1$ оЁ питогз: Ше йниге 
ап4 Ше разё? Маме Кеу Сапсег 1, 151—157. 


Всестороннее обсуждение применения рекомбинантных антител в диагностике и терапии 
рака: 

Рипаго А, Ногепует АГ, Запого Р ег а/. (2000) Мопос!опа! апньод!ез апа фегару оЁ Ватап 
сапсегз. Еютесйно! Ай» 18, 385—401. 


Обзоры, касающиеся разработки противораковых препаратов, с основным упором на 
_ _ роль теномики в создании новых лекарств: 
Е Сатей МО, \огктап Р (1999) Пувсоуения поуе! светло егареиис агаез юг ше Шиа шШеп- 
— Мам. Вик Сапсег 35, 2010—2030. 
бо 6155$ УВ (2000) Месвапт-Базеа ‘агвег {Чепийсаноп ап4 агие авсоуегу шп сапсег гезеагс. 
® _  З@епсе 287, 1969—1973. 


те _  Уютал Р (2001) Срвапашё Итез: Чеуеюрте сапсег Чгиез т зепоте!апа. Сите Орт [пуея 
—_ Бицвз 2, 1128—1135. 
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ГЛАВА 6 


И ННННЕ — 


Крупномасштабное производство 
биофармацевтических препаратов 


Ш Краткий обзор 


Существует четыре типа биофармацевтических препаратов: нуклеи- 
новые кислоты, белки, вирусы и клетки (табл. 6-1). За исключением 
некоторых нуклеиновых кислот, которые синтезируются химически, 
все биофармацевтические препараты производят крупномасштабным 
культивированием микробных или животных клеток (табл. 6-2). Круп- 
номасштабное культивирование микроорганизмов осуществляется в 
ферментерах (реакторах с перемешиванием). Животные клетки гораздо 
более хрупкие, чем микробные клетки, и не могут выдерживать сдвиго- 

_— вых напряжений, генерируемых обычным ферментером. Некоторые 
— из них не способны также расти в суспензионных культурах, что при- 
м водит к необходимости использования множества вращающихся колб. 
— Независимо от метода культивирования, основная цель — сделать вы- 
к ход продукта максимальным, и это достигается использованием подхо- 

пящих векторов, экспрессионных систем и условий культивирования. 


Шрек 


у: 2028, ел 


биофармацевтических препаратов 
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6-1 Примеры различных типов. би 
ма о аи. том ИВА Тон ЗАйцЕ 
| Г мен 


$ 
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6-2 Различные хозяева, используемые для производства 
биофармацевтических препаратов 


Таблица 


| Продуцент Продукт 


| Бактерии (преимущественно Терапевтические белки 
| ЕвсрепсМа со!!) Бактериальные вакцины 
Бактериофаги для терапии 
Плазмидные ДНК для генной терапии и ДНК-вакцин 


Дрожжи (преимущественно Терапевтические белки 


Зассраготусе$ сегеи$ае и Вакцина против гепатита В 
Животные клетки Вирусы в качестве вакцин и векторов для генной терапии 


Терапевтические белки 
Моноклональные антитела для терапии и диагностики 


| РеНа разюп5) 
| 
| Клетки для клеточной терапии 


Затем продукт должен быть экстрагирован и очищен; эта стадия назы- 
вается дальнейшей обработкой (выделение и очистка целевого продук- 
та). Поскольку конечный продукт — фармацевтический препарат, то 
все стадии производства должны осуществляться в соответствии с меж- 
дународными стандартами для высоких технологий (СМР, от англ. 5004 
\ тапу{асиите ргасйсе — надлежащая практика производства). 
и Примеры терапевтических белков, имеющихся в настоящее время на 
®° _ рынке, приведены в табл. 6-3. Среди этих биофармацевтических препара- 
® _ Тов моноклональные антитела уникальны тем, что находят самое разнооб- 
_ разное применение. Они используются для лечения рака и различных ин- 
&-> К днс фекций, кроме того, их можно метить радиоизотопами, чтобы диагности- 
Змея _ровать рак м умо путем визуализации. Для лечения рака можно 
_ Использовать сами антитела, а также коньюгаты с радиоизотопами или 
ально подобранными токсинами (см. гл. 5). Наконец, антитела мо- 
_ Гут быть «мышиными» (получены иммунизацией мышей); но разрабаты- 
я и гуманизированные версии. 
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Табл. 6-3 (продолжение) 
Терапевтический белок Клинические показания 


Активатор тканевого плазминогена Острый инфаркт миокарда 


итропоэтин 
Эритр Анемия, связанная с почечной недостаточностью 
| Интерферон гамма Хронический гранулематоз 
} Гранулоцитарно-макрофагальный 


Трансплантация костного 
$ моз 
колониестимулирующий фактор ы 


Гранулоцитарный колониестиму- Индуцир й ней 
и ованная химиотерапией нейтропения 
лирующий фактор в р м 


Интерлейкин 2 


Карцинома почечных клеток 


Фактор МИ Гемофилия А 
к ДНаза человека Муковисцидоз 
Глюкоцереброзидаза Болезнь Гоше 
Интерферон бета Рассеянный склероз 
т Фактор !Х Гемофилия В 
| Консенсусный интерферон Хроническая НСУ-инфекция (вирус гепатита с) 
Фактор роста тромбоцитов Индуцированная химиотерапией тромбоцитопения 


МН Полученный из тромбоцитов фак- Диабетические язвы нижних конечностей 
т тор роста бета 


Рецептор фактора некроза опухо- Ревматоидный артрит 
лей, связанный с Ес фрагментом 
человеческого 1961 


Глюкагон Гипогликемия | 

Фактор Ма у Гемофилия . | | 

Моноклональные антитела Е | | в | 
срам 


Острая миелоидная лейкемия | 
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Общие (несобственные) названия всех 
лекарств дают информацию о том, к ка- 
кому классу химических соединений и 
классу терапевтических препаратов они 
принадлежат. Совет по присвоению на- 
званий США (5АМ) принял следующие 
правила для наименования моноклональ- 
ных антител. 

1 Суффикс-маб используется для моно- 
клональных тел и фрагментов. 

2 Указывается источник антитела. Живот- 
ное как источник — очень важный фактор 
безопасности при обсуждении возможно- 
сти получения моноклонального антитела с 
целью лечения пациентов. Приняты сле- 
дующие обозначения: 


а — крыса 
е — хомяк 
| — обезьяна 
о — мышь 
и — человек 


х! — химерный 

2и — гуманизированный 

3 Общее название заболевания и его 
подкласс включены в несобственную часть 
имени: 
вирусное — -мг- 
бактериальное — -Бас- 


в _ 


Дополнение 6-1 Названия моноклон 


Производство моноклональных антител 


иммуномодулятор — -Ит- 

рак толстой кишки — -со|- 

злокачественная меланома — -те|- 

рак молочной железы — -таг- 

рак яичка — -901- 

рак яичника — -99\- 

рак простаты — -рг(о)- 

рак — -Фит- 

сердечно-сосудистое -с!- 

4 Определенный, совместимый с осталь- 
ной частью слова слог выбирается в качест- 
ве начального префикса, чтобы создать 
уникальное имя. 

5 Если продукт соединен с другим хи- 
мическим соединением или несет радио- 
активную метку, то добавляется второе 
слово. 

Примеры: 

иистогаБ (имициромаб) — мышиное 
моноклональное антитело, используемое 
для детекции инфаркта миокарда 

РасйгитаБ (даклизумаб) — гуманизиро- 
ванное моноклональное антитело, исполь- 
зуемое для предотвращения отторжения 
органов 

ВазШхитаЬ (базиликсимаб) — химерное 
моноклональное антитело, используемое 
для лечения отторжения органа 
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М-концевой район 
белковых цепей 
Места связывания 
антигенов 


Вариабельный 
участок 


Легкая 


цепь 
Константный 


участок 


Тяжелая 
цепь 


С-концевой район 
белковых цепей 


Рис. 6-1 Структура молекулы иммуноглобулина. 


сошр!ешешагИу Чеегшииие ге210п$), которые в основном ответствен- 

ны за специфичность антитела. Каждое из множества антител имеет 
свою аминокислотную последовательность и пространственное 

< строение, и, вероятно, для антигена любой возможной формы им- 
—  Мунная система создаст соответствующее антитело. Если антитело 
< Обработать папаином, тяжелая цепь отщепляется с образованием 
_ трех фрагментов: два антиген-связывающих фрагмента (Раб) и фраг- 
_ мент конодамунейви оЕзе тва (Ес). 
е столкновение с новым антигеном иммунная 

г ряд различных антител в зависимости от 

УЖИН оо иеатеь поверхно- 
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миеломы мыши (см. с. 181). Если все полученные после слияния гибриду. 
мы вырастить вместе, то получается поликлональная смесь антител. По. 

этому выделяют клетки индивидуальных гибридом и проводят скрининг с 
| целью выявления тех, которые продуцируют интересующие моноклональ- 
| ные антитела. 

Клетки некоторых типов‘ человеческих опухолей экспрессируют 
на своих поверхностях антигены, которые позволяют отличить рако- 
| вые клетки от нормальных. Это делает опухоли потенциальными ми- 
шенями для антител, которые узнают опухолеспецифические поверх- 
ностные молекулы. Однако при использовании мышиных монокло- 
нальных антител для терапии рака, у пациентов часто возникают 

тяжелые иммунные реакции. Это происходит из-за образования че- 

ловеческих антимышиных антител (НАМА, от англ. Витап апй-тоцзе 

апёоез). Синтез НАМА происходит в течение 8—10 дней и достига- 

ет пика через 25—30 дней, препятствуя продолжению лечения. Иде- 

альным решением было бы использование человеческих монокло- 
| нальных антител, но попытки создать человеческие гибридомы ока- 
зались безуспешными. 

При желании гены, кодирующие функциональные тяжелые и легкие 
цепи мышиных моноклональных антител, могут быть выделены из гиб- 
ридомы. Функциональные гены, кодирующие тяжелые и легкие цепи, 
можно также выделить из человеческих лимфоцитов. Путем обмена ва- 
риабельных участков (Еу) можно создать химерные гены. При введении 
этих генов в эукариотические клетки они начинают экспрессировать 

_ химерные антитела, которые приблизительно на 75% являются челове- 
— ческими (содержание человеческого белка составляет 7 5%). Будучи ме- 
_нее иммуногенными, чем исходные мышиные антитела, химерные ан- 
_  Титела все еще способны вызывать иммунные ответы (НАСА (англ.), 
р _ _  ЧАХА — человеческие антихимерные антитела). Тем не менее химер- 

° _ ные антитела используются для лечения рака, ревматоидного артрита и 

_ инфаркта миокарда. у . 

‘Аминокислоты, которые фактически контактируют с эпитопом на 
е, преимущественно находятся в СОК. Можно перенести мы- 
СОК в структуру человеческого антитела, создав таким обра- 
о ло, которое более чем на 90% является 
человеческого белка в нем достигает 
ел но уже несколько таких антител 
— получить полностью человече- 
‘разработаны два подхода. 


Как показано на рис. Дб-2, вариабель- 
ные участки антител получены из сегментов 
различных генов. Вариабельный участок тя- 
желой цепи (антитела) человека составлен 
из следующих компонентов: 

1 из возможных 65 сегментов \. 

1 из возможных 27 сегментов ОБ 

1 из возможных 6 сегментов ). 

Такая комбинация позволяет создавать 
около 10 000 различных вариабельных 
районов тяжелой цепи. Вариабельный уча- 
сток легкой цепи (антитела) человека со- 
ставлен из следующих компонентов: 

1 из возможных 40 сегментов \/, 

1 из возможных 5 сегментов ). 

Эти индивидуальные сегменты могут быть 
изолированы и клонированы в экспрессион- 
ном векторе. В антителе \/, и \, являются 
частями различных полипептидных цепей. 
Однако оказалось, что можно экспрессиро- 
вать вариабельные районы тяжелой и лег- 


Ун! Ун2 Ун65 БнИБн2н27 


Гены тяжелой цепи — (ПУЕО-- [ОНО НИНЕ 


О: \,1 \,2 \140 


Дополнение 6-2 Человеческие антитела, 
Фагового дисплея 


| "минний 


11-5 


175 


полученные с помощью 


кой цепей в качестве частей одной и той же 
полипептидной цепи и создавать функцио- 
нальные антиген-связывающие белки. Эти 
мини-антитела известны как одноцепочеч- 
ные вариабельные фрагменты (5сР\). 

Путем слияния генов, кодирующих $сЕ\ 
с геном белка оболочки бактериофага 
М13 стало возможным создание библио- 
теки бактериофагов, в которой различные 
фаговые частицы экспрессируют различ- 
ные молекулы $сРу. Этот метод известен 
как фаговый дисплей. Если библиотекой 
фагов 5сРу обработать иммобилизован- 
ный антиген, то с ним свяжутся только те 
фаги, которые экспрессируют комплемен- 
тарные $сРу. Эти фаги можно выделить и 
нарастить. Гены \, и \. из отобранных 
$сРу выделяют из фагового генома и ис- 
пользуют для реконструкции полного ан- 
титела аналогично процессу создания хи- 
мерного антитела. 


’ 


Зн1-6 Сн 


Сн 


С, 


Гены легкой цепи 27-2 АА 


с ЧР $ 


рощенная генетическая схема 


иг 
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диоизотопов к антителу. Когда несущее радиоактивную метку антитело свя. 
зывается с опухолевым эпитопом, расположенные рядом клетки подверга. 
ются локальному облучению. Ясно, что это гораздо менее вредно для паци- 
ента, чем внешнее облучение. Для целей радиоиммунотерапии наиболее 
подходящим является иттрий-90, поскольку энергии излучаемых им частиц 
достаточно, чтобы вызвать гибель клеток, но только в месте расположения 
опухоли. Альтернативный путь получения радиоактивно меченных противо- 
опухолевых антител — использование технеция-99м или индия-111. Излуче- 
ние этих изотопов достаточно сильное, чтобы обнаруживать его вне тела с 
помощью специальной камеры. Этот метод известен как гамма-сцинтигра- 
фия и может быть использован для точной локализации опухолей. 


Другие модифицированные антитела 


Помимо радиоиммунотерапии есть другой путь повышения киллерной 
активности противоракового антитела — присоединение к нему клеточ- 
ного токсина. После связывания иммунотоксинового конъюгата с поверх- 
ностью раковой клетки, он переносится внутрь клетки, где оказывает свое 
| вредное воздействие. Токсины, используемые для этих целей, включают 
| рицин (необратимо изменяет рибосомы), дифтерийный токсин, экзоток- 
син Р5еидотопа$, калихеамицин. Цитокины, такие как фактор некроза 
опухоли и интерлейкин 2, также присоединяли к антителам, чтобы повы- 
сить смертоносное действие. последних на раковые клетки. В этом случае 
идея заключается в увеличении концентрации цитокина вблизи опухоли 
таким образом, что происходит запуск иммунной системы, которая начи- 
нает разрушать опухоль. 


| 
Крупномасштабное культивирование микроорганизмов 


Крупномасштабное культивирование микроорганизмов часто называ- 
`’ промышленной ферментацией. Строго говоря, ферментация — это 
кий процесс, протекающий в отсутствие кислорода, но этот 
ее время применяется к любому широкомасштабному 
ов, даже несмотря на то что большинст- 
и судьбы снабжение кислородом — единст- 
оказывающий влияние на эффектив- 
енного ферментера, и основ- 


в колбе Эрленмейера п 
В 


удовлетворена только с помощью интенсивной аэрации. На практике это 
осуществляется путем пропускания через культуру воздуха. Эффектив- 
ность, с которой кислород переносится из воздушных пузырьков в жид- 
кую фазу, в основном зависит от двух параметров: отношения площади 
\ поверхности воздушных пузырьков к их объему и времени удерживания 
пузырьков в жидкости. Чем меньше пузырьки, тем болыше отношение 
площади поверхности к объему и тем сильнее перенос кислорода. Анало- 
гично, чем дольше пузырьки находятся в жидкости, тем большее количе- 
ство кислорода диффундирует из пузырька в жидкость. Один из путей 
уменьшения размера пузырьков — введение воздуха через барботер с мно- 
гочисленными маленькими отверстиями, а не через одно отверстие боль- 
шого размера. Второй путь — интенсивно перемешивать культуру с помо- 
щью мешалки. Перемешивание имеет два дополнительных преимущества. 
®— Время удерживания пузырьков возрастает, так как к поверхности жидко- 
сти они перемещаются не по прямой, а по извилистой траектории. Кроме 
_ того, перемешивание способствует переносу кислорода из жидкости к по- 
°  верхности клеток. Перемешивание обычно осуществляют с помощью им- 
\ а Р на. ‚ так как он более эффективен для получения 
меньшего размера, чем винтовой пропеллер. Число лопастей у 
ВА носительно размеров ферментера сильно влия- 

кислорода. 
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Вид сбоку 


Е 


Вид снизу 


Е >> 


Импеллер Раштона Винтовой импеллер 


Рис. 6-2 Схематические изображение винтового импеллера и шестилопастного импел- 
лера Раштона. 


обеспечение асептических условий, предупреждающих контаминацию 
культуры. Таким образом, весь ферментер и вспомогательное оборудо- 
вание, а также питательная среда должны быть стерильными до иноку- 
Я На практике стерилизация всего оборудования осуществляется 
— ти с помощью нагретого водяного пара. Питательную среду стери- 


о пара ч‹ через охлаждающие змеевики и кожух. Кроме того, воздух, 


ь, 


_ Некоторые особенности конструкции ферментеров 


ктивность переноса кислорода путем увеличения 
перемешиваемой культуральной среды 
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Рис. 6-4 Серия ферментаций, используемая для получения большого инокулята для производ- 
и 
ственного ферментера. 


качестве посевного материала может быть использована культура, выра- 
щенная в колбе Эрленмейера. Если объем ферментера превышает указан- 
ный, необходимо приготовить инокулят в малом ферментере. В случае 
ферментера очень большого размера может понадобиться серия последо- 
вательных пересевов (рис. 6-4). 


_Крупномасштабное культивирование животных клеток 


р 


Прежде чем начать обсуждение методов выращивания животных кле- 
ток, необходимо рассмотреть различные типы животных клеток, исполь- 
ых для производства биофармацевтических препаратов. Кусочек све- 
ткани может быть разделен на составляющие его клетки путем обра- 
еолитическим ферментом, таким как трипсин. Если эти клетки 
ь в подходящую среду роста, они прикрепятся ко дну сосуда и 
ься. Культура этого типа, полученная ето из 


ной в одну клетку, который называется 
тур можно отделить от культурального 
ных культур путем пересеи- 
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вергаться сильным изменениям. Например 
крашается деление, может увеличиться так, 
слипшимися комками, а не монослоями, им 
ентированы друг относительно друга. Такие 
трансформированными. Они, как правило, нео 
рак будучи трансплантированы в родственные организмы (см. гл. 5). Линии 
трансформированных клеток также могут быть получены из перифериче- 
ских лимфоцитов при инфицировании после 


2 дних онкогенными вирусами, 
такими как вирус Эпштейна-—Барра; этот процесс называется иммортали- 


зацией. Возможность относительно легко иммортализовать клетки — чрез- 
вычайно ценное свойство, так как позволяет неограниченно размножать 
клетки из индивидуумов со специфическими генетическими мутациями 
(дополнение 6-3). Достоверных данных о получении клеточных линий че- 
ловека из нормальных клеток нет, тем не менее несколько линий было по- 
лучено из человеческих опухолей. По-видимому, обладание канцероген- 
ЛУ, вр ным фенотипом обеспечивает более легкую адаптацию к росту в клеточной 
культуре. Свойства ряда клеточных линий, нашедших применение в произ- 
водстве биофармацевтических препаратов, показаны в табл. 6-5. 
Тенденция клеточных линий постоянно меняться при повторной куль- 
тивации заставляет хранить клеточные образцы в замороженном состоя- 
ый нии. Клетки смешивают с добавками, такими как глицерин или диметил- 
сульфоксид (чтобы свести к минимуму повреждение клеток кристаллами 
льда), распределяют по ампулам и хранят в жидком азоте. Клетки, поддер- 
живаемые таким образом, остаются жизнеспособными в течение многих 
лет и после размораживания легко инициируют новые культуры. 


плотность, при которой пре- 
что клетки начинают расти 
огут быть беспорядочно ори- 
клеточные линии называют 
пластические, т. е. вызывают 


Дополнение 6-3 Иммортализованные клетки в генетических 
исследованиях 


артирова кого дефекта, а затем добавляют вирус Эпштейна-Барра. 
т ах. Инфицированные клетки растят в суспензи- 
она — это длительный процесс (см. — онной культуре, и В-лимфоциты, трансфор- 
значительных количеств мированные вирусом, начинают образовы- 
риала, полученного от па- < вать визуально различимые агрегаты клеток. 
сто невозможно или нежелатель- В конце концов Т-лимфоциты и нетранс- 
к пациенту за новой порцией формированные В-лимфоциты погибают, и 
- т 


сформированнные 
— лим- оао ые клетки). Лим- 


182 Глава 6 


Таблица 6-5 Некоторые клеточные линии, используемые для производства 
биофармацевтических препаратов 


Клеточнаялиния Организм-источник Ткань Рост в суспензии 
[ето] Китайский хомяк Яичник Да 
ВНК21 Сирийский хомяк Почки Да 
№0 Мышь Миелома Да 
$Р2/0 Мышь Миелома Да 


Один из наиболее важных факторов достижения успешного культиви- 
рования клеток млекопитающих #1 уйто — это состав питательной среды. 
Критерии, которым должна удовлетворять среда, указаны в табл. 6-6. 
Обычно используемые питательные среды имеют сложный состав, как 
правило, не полностью определенный из-за присутствия сыворотки кро- | 
ви. Роль сыворотки выяснена не до конца. Некоторые компоненты сы- } 
воротки (например, а-глобулины и гормоны) могут оказывать благо- 
творный эффект, содействуя прикреплению и распределению клеток по 
поверхности, а также стимулируя клеточное деление. Наиболее распро- 
страненный источник сыворотки — зародыши телят, так как эта сыво- 
ротка обеспечивает лучший рост культивируемых клеток, чем сыворотка 
‚из взрослых животных. Сыворотка зародышей телят слишком дорого 

°— стоит и, как правило, малодоступна. Сыворотку, используемую в произ- 
® _  водстве биофармацевтических препаратов, следует получать от надежных 
поставщиков, которые строго контролируют качество продукции. Более 
того, сыворотка должна быть получена от животных, проверенных на от- 
| ов бычьей губчатой энцефалопатии (БГЭ). По этой при- 
о › усилий было направлено на разработку бессывороточ- 
штабного использования. Такие среды в настоя- 
я для производства терапевтических белков в 


для культивирования животных клеток, богаты 
поэтому они особенно подвержены загрязне- 
мии а если не практикуются хоро- 
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а 


шие методы создания асептических условий. Поск. 
масштабной культуры слишком дорого обходится 
ния дополнительной защиты добавляют антибиот 
связанная с клеточными культурами, 


которые представляют собой группу бактерий без клеточных стенок 
Большинство загрязняющих микоплазм непатогенны и, по-видимому, 
попадают в среды из ротовой полости кого-либо из обслуживающего пер- 
сонала, но в некоторых случаях источником является сыворотка. Мико- 
плазмы также можно ингибировать антибиотиками. 

Выбор метода для крупномасштабного выращивания животных кле- 
ток, зависит от того, требуют ли они присоединения к твердой поверх- 
ности (опорно-зависимые) или могут расти в суспензии. Выращивание 
в суспензии не сопряжено с большими сложностями, так как можно 
использовать стандартные ферментеры. Ферментеры проектируют та- 
ким образом, чтобы были обеспечены асептические условия и чтобы 
они были оборудованы приспособлениями для подачи газа и контроля 
РН. Мотор мешалки должен быть не слишком мощным, чтобы обеспе- 
чить достаточно низкую скорость перемешивания для предотвращения 
нежелательных эффектов отрыва клеток. Альтернативный метод культи- 
вирования клеток — использование эрлифтного ферментера (рис. 6-5а), 
в котором поток пузырьков газа обеспечивает перемешивание среды, 
достаточное для обмена метаболитами и не вызывающее повреждения 


ольку потеря крупно- 
обычно для обеспече- 
ики. Другая проблема, 
— контаминация микоплазмами, 


6 Отверстие Водяная 


— Выход для инокулята рубашка р 
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клеток. Совсем недавно были разработаны одноразовые системы КУЛЬ. 
| тивирования, предполагающие использование стерильных емкостей для 
| хранения сред. В эти емкости добавляют инокулят и встряхивают на 
И качающейся платформе. 
| Выращивание опорно-зависимых клеток в большом масштабе особен- 
но затруднено, так как ферментер не обеспечивает необходимого доста- 
точно высокого отношения площади поверхности к объему. Был разрабо- 
тан ряд альтернативных методов. Выбор метода зависит в определенной 
степени от цели использования клеток, и отчасти от того, какие имеются 
в распоряжении денежные средства. Самая простая система — использо- 
вание вращающихся сосудов (роллерных бутылей) объемом от 500 мл до 
50 л. Их наполняют на одну двадцатую объема средой, добавляют клетки, 
которые закрепляются на стенках при медленном вращении. Во время 
врашения бутылей растущий монослой периодически то погружается в 
| Жидкость, ТО Оказывается на воздухе. Таким образом, клетки автоматиче- 
| ски обмываются питательными веществами и подвергаются действию ки- 
слорода, и движение жидкой среды обеспечивает равномерное распреде- 
|] ление ее компонентов. Как можно легко видеть, работа в болыном мас- 
| штабе с вращающимися бутылями технологически проста, но трудоемка 
на стадии становления культуры и начальных стадиях последующего про- 
| цессинга. Разработан ряд’ запатентованных систем, которые устраняют 
‚ трудности работы с роллерными бутылями. По сути, это стопки плоских 
камер, каждая с площадью поверхности в 632 см? и со стандартными вход- 
ными и выходными отверстиями. Стопка из 40 камер эквивалентна 14 
большим роллерным бутылям, но заполнение и опустошение всей стопки 
осуществляется за одну операцию, а не за 14, как в случае бутылей. 
Были разработаны два альтернативных метода для выращивания кле- 
ток в большом масштабе, когда требуется прикрепление клеток к поверх- 
. В одном из них используются шариковые микроносители из декст- 
ли синтетических полимеров. Шарики имеют диаметр 50—200 мкм, 
ение в ферментер сильно увеличивает отношение площади по- 
к объему. Еще лучше использовать пористые микроносители, 
могут обеспечивать более высокую плотность клеток при том, 
ь етки от повреждения при перемешивании, не- 
ия. во взвешенном (суспендирован- 
тия прикрепленных клеток ос- 
х волокон (рис. 6-56). Этот ме- 
малом масштабе, но иногда 
ет 


опь рый ы 
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загрязнений. Поэтому молекулярные генетики, основываясь на знаниях 
механизмов репликации векторов и систем конт 
разрабатывают штаммы, в которых А НИИ 
_ дикий с = рых экспрессия желаемого продукта су- 
вы . Соо щалось, что были достигнуты выходы плаз- 
МИДНОЙ д - (для генной терапии) и терапевтических белков в 
ЕзспенсШа сой 250 мг/л и 2 г/л, соответственно. В случае антител, полу- 
ченных в культивированных клетках животных, выходы составляют 
250—750 мг/л. Однако суперэкспрессия несущественных клеточных 
компонентов (желаемого продукта) — это большая энергетическая на- 
грузка на клетки-продуценты, поэтому идет мощный отбор спонтанных 
мутантов, которые продуцируют гораздо меньше плазмиды или тера- 
певтического белка. Чем длиннее серия пересевов (рис. 6-4), тем боль- 
ше число клеточных делений и больше риск, что в последнем сосуде с 
культурой клеток будет доминировать мутант, дающий низкий выход 
продукта. По этой причине, как правило, используется штамм, в кото- 
ром генная экспрессия может регулироваться условиями внешней сре- 
ды. Например, при использовании в качестве хозяина-продуцента 
Реша ра5от5 ген желаемого белка помещают под контроль промотора 
метанол-оксидазы. Клетки культивируют в отсутствие метанола до 
нужной плотности в конечном ферментере. Затем добавляют метанол, 
и начинается быстрый лавинообразный синтез продукта. 

На выход рекомбинантных продуктов влияют три основных фактора. 
Первый из них — число копий соответствующего гена. Если ген находит- 
ся в плазмиде, то амплификация гена достигается использованием плаз- 

‹ миды с высокой копийностью. Имеется большое количество различных 


цих промоторов, но большинство из них при- 
табных лабораторных экспериментов. Чтобы 
3 в крупномасштабном производстве, 
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| тельных веществ слишком высокая, клетки могут переключиться на фер. 
ИМ ментативный путь даже в присутствии избытка кислорода. Например, при 
ИИ высоких концентрациях глюкозы у асспаготусе$ сегейзае проявляется 
| эффект Крэбтри, посредством чего происходит переключение на фермен- 
И тацию спирта. Аналогично Езсйенсша сой метаболизирует сахар только до 
ИМ ацетата. Поэтому сахара и другие источники углерода обычно добавляют- | 
ПМ ся в малых количествах через равные промежутки времени (процесс, из- | 
| | | вестный как периодическая подкормка). Поскольку ферментативный ме- 
| | таболизм также может уменьшать копийность плазмиды и экспрессию ге- 
м нов, то можно изменить условия роста, чтобы свести к минимуму 
| образование продукта, а следовательно, и нестабильность штамма, вплоть 
| до стадии наращивания клеток в последнем сосуде. 


| Дальнейшие производственные процессы 


Как только клеточная культура получена, необходимо выделить целе- | 
вой биофармацевтический препарат. Как минимум, это включает отделе- 
ние клеток от питательной среды (например, в случае бактериальных вак- 
цин), но чаще всего требуется очистка продукта, сопровождаемая или не 
сопровождаемая разрушением клеток (рис. 6-6). Некоторые клетки быст- 
ро осаждаются из суспензии, как только прекращаются аэрация и переме- 
шивание. Но чаще всего осаждение клеток проводят центрифугировани- 
ем. Из-за больших объемов жидкости, характерных для крупномасштаб- 
ного производства, необходимо использование центрифуг непрерывного 
действия (рис. 6-7). Альтернативой центрифугированию является ультра- 
° фильтрация. При ультрафильтрации раствор продавливается через мем- 
_  бранус очень малыми размерами пор (обычно менее 0,5 мкм), в результа- 


в _ Те чего на ней задерживаются частицы, значительно превышающие по 
ро , 


Эл 3 Яы 


Центрифуга с Непрерывный 
непрерывным клеточный 
потоком гомогенизатор 


Центрифуга с 
непрерывным 
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у Жидкости 
А их Осветленная Осветленная 
Жидкость а их Жидкость 
Клетки Клетки А, А 


А Ввод жидкости 


хо выч Ка 


Центрифуга Дисковая 
$ трубчатая центрифуга 


Рис. 


Многокамерная 
центрифуга 


6-7 Три широко используемые конструкции центрифуг непрерывного действия. 


своим размерам молекулы растворителя. Неудивительно, что при таких 

малых размерах пор при прохождении жидкости огромное сопротивление 

® _ И приемлемые скорости протекания достигаются только под давлением и 

_ Вслучае высокого отношения площади поверхности к объему. Белки, сек- 

о  ретируемые клетками- продуцентами, могут либо задерживаться, либо не 
_ задерживаться, в зависимости от размеров пор мембраны. 

® Если целевой продукт остается внутри клетки, то для его освобождения 

эилх бколимо клетку разрушить. Известны многие методы разрушения кле- 

® _ Токвлабораторных условиях, однако большинство из них невозможно ис- 

пользовать в промышленных масштабах. Два наиболее подходящих для 

этого случая метода — гомогенизация под высоким давлением и исполь- 

— веяние шаровых мельниц. При гомогенизации под высоким давлением 

‹леточные суспензии перемещаются из области высокого давления в об- 

_ Ласть низкого давления, проходя через маленькое отверстие. В результате 

и ой декомпрессии клетки разрываются и процесс облегчается за 

а с болышой скоростью о части гомогенизатора (рис. 6-8). Высо- 

1: алина от — это мешалки, состоящие из цен- 
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а) Суспензия разрушеных 6) Разрушенные -. 
клеток (низкое давление, клетки еточная 

высокая скорость) я А суспензия 

Место удара } ». Руа 


Отверстие у Вращающиеся 
перемешивающие 


диски 


Рис. 6-8 Схема оборудования, используемого для непрерывного разрушения клеток (см. под- 
робности втексте). (а) Гомогенизатор высокого давления. (6) Высокоскоростная шаровая мель- 
ница (шарики для простоты не показаны). 


фического продукта и характера примесей (табл. 6-7), но в основном очи- | 
стку проводят в три этапа. На первом этапе продукт концентрируют путем 
«посадки» на какой-либо носитель, например на ионообменную смолу. | 
На следующем этапе, который может включать несколько стадий, удаля- | 
ется большая часть примесей. На последнем этапе избаляются от всех сле- | 
довых количеств загрязнений и различных соединений. Следует отметить, | 
что некоторые белки при суперэкспрессии в бактериях типа Е. со! образу- 
_ют тельца включения, состоящие из агрегатов белка. Белок, находящийся 
в тельцах включения, необходимо солюбилизировать с помощью денату- 
_ _ рирующих агентов, таких как 7 М мочевина или туанидингидрохлорид, а 
_ затем рировать перед очисткой. Некоторые белки, такие как эпи- 
Е Г фактор роста, ренатурируют очень легко, но в других случаях 
о: Е активный белок регенерировать невозможно. 
затон г ен РЖ 
А Возможные примеси в биофармацевтических препаратах 
РОН 


тенты, которые неприемлемы для производства фармацевтических препа- 
ты ратов, предназначенных для инъекций (ДСН, фенол, хлороформ). Вместо 
Этого клетки разрушаются методами, указанными на рис. 6-8, а плазмид- 
ная ДНК очищается ионообменной хроматографией с использованием 
реагентов, которые в целом рассматриваются как безопасные (зепегаПу 


Генетические манипуляции для облегчения процедур 
очистки биофармацевтических препаратов 


Многие «чужеродные» белки, синтезируемые в новой хозяйской клет- 
ке, например в Е. сой, подвергаются атаке протеазами с №- или С-конца. 
Эти укороченные белки часто обнаруживаются в виде примесей к интакт- 
ному белку, и их присутствие в конечном продукте нежелательно. Синтез 
желаемого белка в составе слитого с другим белком продукта может пре- 
дотвратить отщепление концов. Получение слитых белков может также 
облегчить очистку. Один из первых примеров использования слитых бел- 
ков для очистки — присоединение полиаргининовых «хвостов». В этом 
методе последовательность гена, кодирующего желаемый белок, удлиня- 
_ _ ется с 3'-конца добавлением нескольких аргининовых кодонов. Когда та- 
кие гены экспрессируются, результирующие белки имеют полиаргинино- 
ь . (аффинный ярлык), который делает белки более ос- 
обменной хроматографии такие белки отделяются от 
слых белков хозяйской к; с. 6-9). Полиар- 
ляют ферментом п ой В, ко- 

0 


А280 


[Мас] мм 


Мас] мм 


АОИ 26-7 


Рис. 6-9 Использование полиаргининового «хвоста» для облегчения очистки.белка. а — 
презентация гипотетического белка до и после удаления С-концевых аргининовых ос- 
_ татков; б — отделение урогастрона с полиаргининовым участком от большей части бел- | 
ков, присутствующих в экстракте Е. с0/ё; в — хроматографическое поведение урогастро- | 


на с присоединенным полиаргининовым «хвостом» и без него. Штриховая линия обо- 
значает градиент соли. 


Е 


у 


тестировать. Это может облег- 
ализ продукта клонированного гена в процессе очистки, если 
затруднен. 

приемы могут быть также использованы для того, 
уму образования нерастворимых телец включения 
достижения этого — создание клетки-хозяина 

п (например, белки ОпаК, СтоЕГ или 
белку. Другой подход предпола- 
слотную последова- 
или более остатков 
хотя результирую- 
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ДНК для невирусной генной тер 
плазмидной ДНК (пДНК) в Е со/. 


Качество биофармацевтических препаратов 


Две ключевые характеристики качества биофармацевтических препа- 
ратов — чистота и эффективность действия. Если допустить, что все био- 
фармацевтические препараты вводятся путем инъекций, и чаще всего, не- 
посредственно в кровь, то потенциальные загрязнения, вызывающие наи- 
большее беспокойство, — это любые случайные микроорганизмы, 
бактериальные эндотоксины, ДНК из клеток млекопитающих, которые 
могут содержать онкогены, и любые клеточные вирусы. Однако следует 
также обращать внимание на примеси белков и вариантов целевого белка 
(т. е. продукты деградации или неправильно сконструированные формы). 
Точные требуемые стандарты качества варьируют от продукта к продукту, 
но общие требования указаны в табл. 6-8 и 6-9. Конечный продукт должен 

° соответствовать этим контрольным стандартам качества, но важнее всего 
та _ то, что процедура очистки должна быть валидирована, т. е. должно быть 
. показано, что все загрязняющие вещества, сознательно добавленные в ис- 
__  ходный материал, удалены полностью. 
№ Эффективность биофармацевтических препаратов может зависеть 
` их первичной структуры (аминокислотной последовательности), 
мы и фолдинга (вторичная и третичная структуры), а также взаимо- 
ствия между самими белковыми молекулами (четвертичная структу- 
отенные белки могут быть гетерогенными на каждом уровне. 
-интерферон существует в шести вариан- 
тому же многие белки подвергаются 


пр р 
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для суперспиральной плазмилы, которая 


-8 Ста ты качества 
Таблица 6 Дел ДНК-вакцина или вектор 


используется в генной терапии как 


Загрязнения (примеси) Особенности 


Метод анализа 


Белки Не детектируются 
РНК Не детектируеся 
Геномная ДНК Не детектируется к 
< 0,01 мкг/мкг плазмидной ДНК 
Эндотоксины < 0,1 единиц эндотоксина/мкг 


Линейная или никиро- 
ванная (релаксирован- 
ная) плазмида 


Сходные плазмиды 


плазмидной ДНК 


<5% 


Правильная картина фрагмента- 
ции 

Ожидаемые размер и суперспи- 

рализация 

Ожидаемое число трансформан- 
тов по отношению к стандарту 


Белки определяются с исполь- 
зованием бицинхониновой ки- 
слоты (ВСА) 


Электрофорез в агарозном геле 


Электрофорез в агарозном геле 
Блоттинг по Саузерну 


Тест с помощью лимулус- 
амебоцитного лизата (ЛАЛ) 


Электрофорез в агарозном геле 


Расщепление эндонуклеазами 
рестрикции 

Электрофорез в агарозном геле 
Анализ эффективности транс- 
формации 


Таблица 6-9 Стандарты качества для терапевтических белков, получаемых 
с помощью технологии рекомбинантных ДНК 


Стандарт. 

о Чистота более 95% _ 
тел р 
ЖИ сле 
й РР м 


с 


вт 


р Ч т 


Комментарии 


го вкбрмчуару 


ниже установ- 


есь значитевьно зы 


Методы, используемые для определения чисто- 
ты препарата, зависят от конкретного белка, но 
могут включать электрофорез в полиакриламид- 
ном геле и ВЭЖХ 


Используемые методы зависят от ожидаемой ге- 
терогенности, но могут включать также ВЭЖХ и 
масс-спектрометрию 


Для продуктов, полученных в животных клетках 
< помощью векторов на основе онкогенных ви- 
русов или без них, допустимые уровни должны 


мг м 


ее. Е сОй 
зы & 
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Дополнение 6-4 Использование лектин 
анализа гликозилирования биофармац 


икопротеины — это белки, 
Гл нет ны У которых уг- Различные гликоформы одного и того 
левод! ы нтно присоеди- белка имеют различн * 
нен к полипептидной цепи через боковые ские профили. П мен — 
цепи аминокислотных остатков. Углеводные деи — 


бы ри разраб 
работке технологического ро- 
гликаны) глико ротеинов одразде- есса были выбраны ЛОВИЯ, КОТО спо- 
епи ( ) Ц р. 1 условия, рые 


| о, от А в зависимости собствуют получению наиболее предпочти- 
ча, отам атков, к которым они тельной гликоформы. Более того, как толь- 


м м олегжат ее ко начинается продукция, необходимо ре- 
|. е Эмин, гулировать соотношение между различны- 
ный через азот боковой цепи аспарагина. ми гликоформами. Трудность достижения 
2 0-Гликаны связываются через гидроксиль- этих целей заключается в том, что анализ 
нь, ные группы, и если они содержат М-ацетил- характера гликозилирования обычно край- 
галактозамин, то связываются с остатками не трудоемок и требует много времени. 
серина или треонина. Для гликопротеинов Некоторые биофармацевтические препара- 
и обнаружены сотни различных гликановых ты, такие как интерферон бета, имеют одну 
структур, но такое разнообразие возникает в гликановую цепь, и наблюдается лишь не- 
ада результате комбинаций всего лишь несколь- сколько простых гликоформ. В этом случае 
УТ, ких структурных элементов (рис. Дб-4а). С анализ можно провести с помощью ВЭЖХ 
биофармацевтической точки зрения гораздо после освобождения гликановых цепей из 
важнее то, что от 1 до 10 гликановых струк- белка. В других случаях (как в случае эри- 
8 тур могут быть связаны с конкретным глико- тропоэтина) имеется множество сайтов 


протеидом. Даже в одном и том же глико- гликозилирования с присоединенными 
протеине различные сайты гликозилирова- сложными гликанами, и тогда наблюдается 
ния могут нести различные типы структур. множество различных гликоформ. Единст- 
Вариабельность гликановых структур, свя- венный путь провести анализ должным об- 
занных с одним и тем же сайтом гликозили- разом — использовать масс-спектрометри- 


ческие методы, причем анализ одного об- 
разца может занять несколько недель. Не- 
давно был разработан новый метод анали- 
за гликопротеинов, основанный на лекти- 
новых микрочипах. 

Лектины — это связывающие сахара бел- 
ки неиммунной природы, которые агглюти- 


рования в популяции гликопротеинов, 
имеющих одну и ту же аминокислотную по- 
следовательность, называется микрогете- ь 
рогенностью. Гликопротеины с одной и той 
| Же аминокислотной последовательностью, 

Е гликанами называют гли- 


| 
| 


| 
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нируют клетки или осаждают гликопротеи- 
ны. Как правило, лектины связывают оли- 
госахариды, а не моносахара, и различные 
лектины обладают различной специфично- 
стью. Установив, какие лектины связывают- 
ся с биофамацевтическим препаратом, 
можно выяснить гликановую структуру. На 
практике множество различных лектинов 
наносят в виде точек на мембрану, получая 
в результате микрочип. Добавляют иссле- 
дуемый белок (биопрепарат), а затем ме- 
ченные различными флуорофорами лекти- 
ны для получения лектиновых «сэндвичей». 
С помощью определенных программ анали- 
зируют картину флуоресценции (рис. Дб-46) 
и устанавливают характер гликозилирова- 
ния. Два идентичных образца биопрепара- 
тов дают одинаковые картины на лектино- 
вом «сэндвиче», что может быть полезным 
инструментом контроля качества. 


сложный 
М-гликан содер; 


маннозы 


на микрочипе с 23 лектинами. 


2314 516: 718191011 12 13 14 15 167 18 19 2021223 
высокое — Са/СаМАс СКМАс ба! 
жание 


На рис. Дб-46 показаны Фингерпринты 
гликозилирования, полученные для двух 
различных образцов гликопротеинов. Ана- 
лиз этих фингерпринтов показывает, что 
два образца неидентичны. Ключевое раз- 
личие — отсутствие концевого остатка сиа- 
ловой кислоты в образце 1, так как нали- 
чие концевого остатка сиаловой кислоты 
может увеличивать время полужизни тера. 
певтического белка /7 имо. Из фингерприн- 
та видно, что оба образца не имеют фуко- 
зы, концевых остатков Са!МАс, структур с 
высоким содержанием маннозы. Другая 
информация, которую можно извлечь из 
фингерпринта, хотя и косвенно, это отсут- 
ствие гибридных и укороченных гликанов, 
низкое содержание структур с одной точ- 
кой разветвления углеводной цепи и высо- 
кое содержание структур с двумя точками 
разветвления. 


@ десиалированный фетуин 
фетуин 


ЕЕ 


фукоза сиаловая 
кислота 


Тликановые фингерпринты, полученные в результате анализа двух образцов гли- 


и удельная активность составляет только 
в результате замены остатка цистеина в положе- 
ость белка может быть полностью вос- 


полученного в Е. сой. Следует 
ости вакцин может быть про- 
клю- 


Международный стандарт качества СМР 


Качество фармацевтического продукта не может быть гарантировано 
только тщательным анализом небольшого числа образцов, взятых из всей 
партии. Проблема заключается в том, что проведенные на конечном про- 
дукте тесты контроля качества могут не выявить низкий уровень или нерав- 
номерное распределение примесей. Иллюстрацией к этой проблеме служит 
наблюдавшаяся в 1960-х годах серия летальных случаев в госпиталях, кото- 
рая была связана с микробным заражением растворов, вводившихся внут- 
ривенно. Эти растворы были произведены коммерчески, но не были нуж- 
ным образом стерилизованы, а тесты на контроль качества (ОС, от англ. 
ЧмаШеу сопго!) не позволили установить наличие остаточных загрязнений. 
Эти случаи привели к разработке правил организации производства и кон- 
троля качества лекарственных средств СМР которые в настоящее время 
соблюдаются в фармацевтической промышленности (дополнение 6-5)'. По 
существу требования СМР заключаются в том, что продукт должен произ- 
водиться из исходного сырья высокого качества высококвалифицирован- 
ными специалистами на совершенном оборудовании с использованием 
технологических процессов, позволяющих воспроизводимо получать ко- 


°  нечный продукт высокого качества, способный пройти все ОС-тесты. 


о Ключевая часть СМР — это валидация (уаНЧацоп — подтверждение), 
доказательство, не вызывающее сомнений, что данный процесс может 
оянно и надежно выдавать материал, пригодный для заявленного ис- 
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Дополнение 6-5. Термины, используемые т 
биофармацевтических п 


Производство 


Это полный цикл получения медицинско- 
го продукта. Он включает приобретение 
всех исходных (сырьевых) материалов, пе- 
реработку их в конечный продукт с его по- 
следующей упаковкой и распространением. 


° Гарантии качества 


Термин подразумевает проведение суммы 
всех мероприятий, необходимых для под- 
тверждения того, что конечный продукт по 
своему качеству соответствует заявленному 
предназначению. Сюда включено соответст- 
вие стандартам надлежащей производствен- 
ной практике (СМР) (см. ниже), а также та- 
кие факторы, как выбор исходного продукта 
и схемы его переработки. 


Международный стандарт 
качества СМР 


‘Соблюдение международного стандарта 
| качества СМР (надлежащей производствен- 
| ной практики биофармацевтических препа- 
и — гарантия того, что продукт произве- 
‘ден в соответствии с тем стандартом качест- 
И ‘необходимо для использования 
родукта по назначению. СМР тре- 
ны процесс производства был пол- 
еще до начала производства 


и были обеспечены все необходимые для 
него условия. На практике это означает со- 
блюдение следующих требований 

* Персонал должен быть необходимым 
образом обучен 

* Обеспечены необходимые помещения и 
оборудование 

* Должны быть использованы правиль- 
ные исходные материалы 

* Должны использоваться валидирован- 
ные процедуры’, и никакие изменения не- 
возможны без письменного разрешения 

* Должны быть созданы условия для хра- 
нения и транспортировки материалов. 

. Необходима полная пошаговая регистра- 
ция и ведение контрольно-учетных записей, 


Контроль качества 


Контроль качества как составная часть 
СМР гарантирует, что на каждой стадии 
производства проводятся необходимые 
тесты и что продукт не попадет на рынок 
до тех пор, пока не пройдет эти тесты. 


Контроль производственного 
процесса 
Он включает любой анализ продукта, ок- 


ружающей среды или оборудования, про- 
водимый в процессе производства. 


доказать, что технологический процесс позволит надежно 
чений в случае их наличия. Аналогичным образом, если 

примесей все время поддерживается на минимальном 
6 более | 


ку хозяева-продуценты — тр 
обходимо убедительное 
эти загрязнения, если о 


Альтернативные системы производства 


Все обсуждения, представленные в этой главе, касались производства 
биофармацевтических препаратов путем культивирования клеток микро- 
организмов или животных. Это путь получения биопрепаратов, которым 
мы располагаем сегодня, но он очень дорог! Поскольку цены, установлен- 
ные биофармацевтическими компаниями за свою продукцию, не меняют- 
ся, то нет сильного экономического давления, заставляющего менять сло- 
жившуюся систему. Тем не менее были экспериментально разработаны 
альтернативные системы. Одна из таких технологий, называемая «сель- 
скохозяйственной», предполагает производство терапевтических белков в 
молоке сельскохозяйственных животных, в куриных яйцах и растениях. 
Технология производства уже достаточно далеко продвинулась, чтобы 
сделать предварительные оценки стоимости продуктов. Большое преиму- 
щество «сельскохозяйственного» культивирования — низкие цены (табл. 
6-10). Однако имеются и недостатки. Создание трансгенных сельскохо- 
зяйственных животных, производящих требуемый белок, — не очень лег- 

‚ и по-прежнему, существует проблема примесей онкогенных 
‘и прионов. Получение трансгенных растений, напротив, гораздо 
Е №4. > 


ный, бабе 


Относительная стоим‘ 
стем за вычетом ка 
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проще, и нет риска передачи человеческих патогенов. Однако поля транс. 
генных растений привлекают внимание борцов за вый окружающей 
среды, которые без каких-либо угрызений совести уничтожают урожаи, „ 
это не поддается контролю со стороны агентств, жестко контролирующих 
другие стороны производства. Время покажет, будут ли эти системы про. 
изводства признаны в широком масштабе. 


Дополнительная литература 


РОСМ: В тл. 4 и 5 представлено подробное описание контроля копийности плазмид, соз- 
дания высокоэкспрессионных векторов и использования специализированных векторов для 
облегчения стадии очистки. Производство белков «сельскохозяйственным» путем описано в 
тл, 14 с опорой на материалы, представленные в других главах. 


Обзор по проблемам, не затронутым в данной главе: 
ВаКег КМ, ВепдаЙ МН, Раце! А ег а/. (2002) Вар топкоппя оЁтесотЫпапе ргоеп ргодисв; 
а сотрайзоп оЁ сштеп( {есппоюзез. 77еп и Воесйпо|ову 20, 149—156. 


Обзор более подробно освещает проблемы, непосредственно связанные с тематикой 
данной главы, а также содержит некоторые дополнительные материалы: 


Вогтебаеск САК, Сай5зоп В (2001) Нитап Фегарецис апИбо4!ез. Си Орт Рйаттасо! 1, 
404—408. 


Ри Обзор послужит хорошим дополнением к данной главе: 
шн Спи 1, ВоЫпзоп ОК (2001) 1паизича! свогсез юг 
_ _ Сит Орт Ваесйпо! 12, 180—187. 


_ Великолепный учебник, в котором более подробно обсуждаются затронутые здесь темы, а 


_ также многие другие, вообще не расе! 


_ние формулы препарата, фармакодинамика, фармакокинетика, стерилизация и другие: 


4 с орчниы РА, Злаеаг ВР (е48) (2002) Риаттасеиисаи Вюлесппо[ову, 2п4 еп. 
В * : де \ 


_ Два великолепных взаимодополняющих обзора, которые охватывают публикации по раз- 
ым методам крупномасштабной очистки плазмид: 
ОММ, Мошешо ОА, Ргазегсз МЕ, Саьга] МЗ (2000) Розпянеаиа ргосевзиа Г 
‚пе Шегар; \ уассте аррИсацоп5, 7уенёб Вкиесйно! 18, 380—388. 
-Эпап!оц Р, Рипли! Р (2000) Вуоснеписа! епяпеейпв арргоа- 


ргобет ргодисЧоп Бу 1агве зсае се! сийиге. 


а м: ©. смыло 
оГапуБоцез п рапз апа (Вей ие Юг 


ГЛАВА 7 
и они аЕиЕНОННИНИ ЗН 


Геномика и создание НОВЫХ 


лекарственных препаратов 
ОИ 


Введение. Как разрабатывают лекарства? 


До появления современной фармацевтической промышленности поиск те- 
рапевтических средств осуществлялся совсем по-иному: проводились наблю- 
дения за действием экстрактов растений при их внутреннем употреблении, 
например так вошел в фармацевимческую практику аспирин (противовоспа- 
лительное средство) и хинин (противомалярийное средство). В настоящее вре- 
мя риск причинить человеку вред, прописывая ему вещества с неизвестными 
фармакологическими эффектами, совершенно не приемлем, и разработка но- 
вых лекарств идет по стандартному и хорошо проверенному пути (рис. 7-1). 
При выявлении нового лекарства важное значение отведено обязательным 
двум составляющим: тест-системе или набору тест-систем и химическим реа- 
тентам. Тесты — это обычно биохимические исследования белка (или мише- 
ни), который участвует в развитии той или иной болезни. Задача поиска ле- 
карства состоит в том, чтобы найти химическое вещество, которое подавляет 
активность мишени (антагонист) или увеличивает его активность (агонист). 

Как только идентифицировано одно или более химических веществ, взаи- 
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Число 
соединений 
на каждой стадии 


10000 — 100 000 


Фаза 1 
клинических испытаний 


Фаза И 
клинических испытаний 


Фаза Ш 
клинических испытаний 


_  Подтверждене |. 
возможности продажи 


есс выявления нового лекарства. 


В 


в“ 


ыы 


2. 


ни мак вещества и разработаны таким обра- 
ять эффект вы с длительным употреблением ле- 
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* препарат обладает достаточной степенью эффективности; 

. уровень риска возникновения неблагоприятных реакций (с учетом 
показанной эффективности лекарства) вполне приемлем. 

Фаза Ш испытаний преследует две цели. Во-первых, получают данные 
об эффективности и безопасности, которые будут удовлетворять требова- 
ниям, выдвигаемым распорядительными органами при выдаче разреше- 
ния на выпуск лекарства на рынок. Во-вторых получают информацию, 
которая позволит практикующим врачам эффективно применять лекарст- 
во. Фаза ГУ испытаний наступает после того, как лекарство поступает на 
рынок, и ее цель — установить эффективность препарата при длительном 
применении с участием гораздо большего числа больных. 

Превращение «хита» (перспективного соединения) в лидирующее соеди- 
нение происходит при тесном сотрудничестве химиков и биологов. Молеку- 
лы, взаимодействующие с мишенью, модифицируются различным образом 
и снова подвергаются тестированию. С учетом полученных результатов 
предпринимаются попытки установить соотношение между структурой и ак- 
тивностью (ЗАК, от англ. угисиге—асйуйу геаНоп$рз) и проводятся новые 
циклы модификации молекулы до тех пор, пока у биологов не появится уве- 
ренность, что соединение обладает оптимальными свойствами и может быть 
выбрано в качестве лидирующего. Химик-органик в среднем за год может 
получить около 50—100 соединений, в зависимости от сложности исполь- 
зуемых химических реакций; об этом дожно знать руководство компании, 
чтобы принимать решение, сколько химиков необходимо задействовать для 
осуществления того или иного проекта. Разумное время для получения ли- 
‘дирующего соединения с использованием описанного выше подхода со- 

° ставляет 1—2 года. Лимитирующим фактором обычно является стадия пер- 
_ воначального синтеза и изучение многочисленных параметров в рамках 
п ммы АЕ (установления связи между структурой и функцией). 
15 лет назад были обнаружены новые подходы к проведению 
адий поиска лекарств. 


большого 


НЫ ДЛЯ В 
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КЛАССИЧЕСКАЯ СХЕМА СОВРЕМЕННАЯ СХЕМА 


‘Секвенирование 
тенома 


а ы Функциональ 
селективные геномика 
ми 4 Г 


Клеточный Бесклеточный 
скрининг скрининг “= р 


«Хиты» (перспектив- 
ные вещества) 
Механизм 4 


действия 
>. 


Биология 


р 


Химия 


Фармакокинетика 
‘оксикология 


Фаза 1 


у 


Фаза И 


Фаза Ш 


жоь 


и . 7-2 Классическая и современная схемы разработки лекарств. 


ЕН 
ка стала шире горлышка со- 


И1 
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может быть попросту сведен к установлен 
ганлов связываться с белком-мишенью. 


Са ный ЕЕ наилучший тест — ингибирование этой ак- 
роводить большое число анализов, например 
ТЫСЯЧИ В день, то идеальным является такой тест на связывание, который 
не требует отделения свободного лиганда от связанного. Такой анализ на- 
зывают гомогенным. Было разработано несколько вариантов гомогенного 
анализа, но только два из них будут описаны здесь: метод оптических био- 
сенсоров и сцинтилляционный анализ близкого расстояния (5РА). 

В первом случае молекула-мишень связывается с поверхностью биосенсор- 
ного чипа, а затем добавляется анализируемый лиганд. Любое имеющее место 
связывание можно контролировать в режиме реального времени с использова- 
нием оптической детекции, известной как поверхностный плазмонный резо- 
нанс (5РВ). Сигнал ЗРК. отражает изменения концентрации вещества у по- 
верхности детектора, когда молекулы связываются или диссоциируют от сен- 
сорного чипа. Материал биочипов позволяет иммобилизовать широкий набор 
молекул-мишеней, включая ДНК, ферменты, антитела и рецепторы, а также 
более сложные молекулы, такие как липосомы и тромбоциты. 

В методе ЗРА молекула-мишень связывается с флуоресцирующими 
микросферами (гранулами), которые действуют как сцинтилляторы; т. е. 
эти гранулы испускают свет, когда радиоактивное вещество приближается 
к молекуле-мишени (рис. 7-3). Для осуществления высокопроизводитель- 


ию способности исследуемых ли- 
Если белок-мишень обладает фер- 


а Рецептор 24 


@ Связывание лиганда 
©® аи 
о еееаееней 
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| 

] ного анализа необходимо провести связывание с радиоактивно-меченны, | 
И лигандом, который взаимодействует с молекулои-мишенью. Затем доба. 1 
ПИ ляются тестируемые лиганды, и те из них, которые уменьшают выход света 


Дополнение 7-1 Сцинтилляционный анализ близкого расстояния | 


(1) Сцинтилляционный анализ близкого расстояния универсален и может быть использован 
для высокопроизводительного анализа связывания лигандов и изучения большого разнообра- 
зия ферментативных реакций. Широкое применение нашли два типа исследования связывания 
| лигандов: связывание с антителами и связывание с рецепторами, и оба они могут проводиться 
методом сцинтилляционного анализа близкого расстояния. 


ИУ Кат. 47 Частица 
| $РА Антитело 


| Связывание 
| сх ©® —_—_—_ 


Частица | 
ЗРА. Рецептор } | 


- © 


Связывание | 


< 1 

° (2) Методы анализа ферментативной активности, которые были адаптированы к исполь- 
зованию в формате 5РА, включают ДНК- и РНК-полимеразы (например, ревертаза), протеа- 
зы (например, протеаза ВИЧ) и трансферазы (например, фарнезилтрансфераза). Как ив 
случае анализа связывания лигандов, действие полимеразы или трансферазы приводит к 


| о НЯ эмиссии света. Напротив, при изучении протеазы исходные реагенты испускают 
| свет, и активность фермента приводит к снижению светового выхода. 
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%, (3) Другие ферменты, которые можно анализи 
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со сцинтилляционных гранул, конкурируют за связывание с молекулой- 
мишенью. Красота метода ЗРА состоит в том, что он может быть легко 
адаптирован к анализу различных объектов, включая анализ ферментов 
(дополнение 7-1). 
Описанные выше простые виды анализа связывания лигандов имеют 
ри ряд проблем. Например, при изучении связывания лигандов с очищенны- 
ми белками вспомогательные факторы, существенные для фармакологи- 
ческого ответа, могут отсутствовать или присутствовать в других соотно- 
шениях. Кроме того, эти методы применимы для выявления соединений, 
которые связываются с теми же сайтами на мишени, что и меченый ли- 
ганд, и, чаще всего, с той же конформационной формой рецептора. Таких 
ограничений можно избежать при использовании функционального ана- 
лиза на основе клеток (рис. 7-4). В эТом случае нет отбора лигандов по 


способности связываться со специфическими сайтами или по механизму 
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нтный резонансный перенос энергии; В-5АТ — метод 


рецепторной селекции и амплифика- 
Фрининг (ультравысокоэффективный). 
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Рис. 7-4 Функциональный клеточный анализ позволяет сканировать множество потен- 
циальных мест взаимодействия лекарства. Представлен путь передачи сигнала, ведущий 
от лиганд-рецепторного взаимодействия к последующим событиям. Потенциальные 
места действия лекарства обозначены буквами А-Е: А — место взаимодействия ле карст- 
ва там, где взаимодействует и лиганд. Место может быть обнаружено при анализе связы- 
вания лиганда. В — множественные альтернативные сайты, с которыми может взаимо- 
действовать лекарство и тем самым менять функцию мишени, не конкурируя со специ- 
фическим лигандом за место его связывания. С-Е-Д другие факторы в каскаде переда- 
чи сигнала, с которыми лекарство может взаимодействовать, изменяя последующий от- 
вет на модуляцию рецептора. Функциональный клеточный анализ может давать ответ в 
р» случае действия лекарства на позиции А—Е, аанализ связывания лиганда ограничивает- 
шт ся обнаружением взаимодействия с местом А. 


возможности оптимизировать соединение на основе структурно-функ- 
циональных соотношений. В связи с этим фармацевтическая индустрия 
па принцип поиска антимикробных препаратов: вместо ингибиро- 
клеточного роста исследовалось ингибирование специфических 

С ишеней. Хотя с использованием этого нового подхода 

многие мощные ингибиторы ферментов, ни 
котами свойствами. Поэтому намети- 


1 


анализу на основе клеток, но уже с использова- 
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Таблица 7-2 Гены-мишени для клеточного скрининга антибиотиков 


Ген Продукт гена Функция гена 
дпаВ Хеликаза Репликация ДНК 
вы Еноил-АСР-редуктаза Биосинтез жирных кислот 
ЮА Дигидрофолат-редуктаза Промежуточный метаболизм 
дугВ Субъединица В ДНК-гиразы Репликация ДНК 
теб Метионил-тРНК-синтетаза Синтез белка 

| тигА ООР-ацетил-О-глюкозамин Биосинтез клеточной стенки 

Енолпирувил-трансфераза 

ругН ОМР-киназа Промежуточный метаболизм 

ТА Фактор элонгации Ти Синтез белка 


ется, и затем проводится скрининг штамма с использованием химиче- 
ской библиотеки, где конечной точкой служит ингибирование роста 
клеток. У таких методов анализа существует несколько преимуществ. 
Во-первых, данный подход применим к любой мишени, включая бел- 
ки, которые трудно исследовать т уйго. Во-вторых, идентифицирован- 
ные в результате скрининга вещества гарантированно обладают анти- 
бактериальной активностью. В-третьих, скрининг для различных ми- 
шеней проводится одним и тем же способом и при одних и тех же 
условиях, что облегчает проведение массового анализа. 


Подтверждение действенности препарата и животные 


| ния теномики для каждого типа болезни известно было лишь 
о число. мишеней, и идентификация новой мишени фарма- 
ани ей давала ей м преимущество. Сегодня с 

‘число возможных мише- 
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Рис. 7-5 Схема различных этапов протеомного анализа. Образцы белков из групп больных и 
здоровых (контроли) людей разделяют двумерным электрофорезом в гелях. Получают мно- 
жество изображений, и результирующую информацию собирают в протеомные базы дан- 
ных. Стрелками показаны белки, которые каким-либо образом изменены в образцах, взятых 
у больных. Белковые профили можно сравнивать с помощью специальных компьютерных 
программ. Диаграмма показывают уменьшение или увеличение количества белков на гелях, 
Интересующие белки идентифицируют путем извлечения их изгеля, последующего расщеп- 
ления протеазами и МС-анализа. 


‚ клеточные тесты, подтверждение {и ум№о на животных моделях и оконча- 
тельное подтверждение путем проверки новых химических соединений в 
клинических испытаниях на человеческом организме. Значимость дан- 
ных, полученных этими разнообразными методами, для процесса выявле- 

я карств широко варьирует. Метод, дающий чрезвычайно важную 
мацию, основан на использовании мышиных моделей человече- 
‘болезни. Эти модели позволяют не только выбрать наиболее значи- 

› НО и выявлять лекарства-кандидаты. Вообще, такие мыши- 

создают путем введения мутаций в интересующие исследо- 

их называют нокаутными мышами). Возможные генети- 
ния вклю нарушающие функцию гена, услов- 
тканеспецифичный или временный 
ые мут Методы создания та- 
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Катепсин К — специфичная для остеокла- 
аов протеаза, расщепляющая белки кост- 
ной ткани, такие как коллаген типа | и |, 
остеонектин и остеопонтин. Принимая во 
внимание эти ферментативные активности, 
можно предположить, что катепсин К мо- 
жет играть важную роль в разрушении кос- 
ти и что ингибитор этого фермента может 
быть полезен при лечении остеопороза. У 
нокаутных мышей с дефектом в гене катеп- 
сина К рассасывание костей снижено, что 
подтверждает роль протеазы в разрушении 
костной ткани и возможность ее использо- 
вания в качестве лекарственной мишени 
при лечении остеопороза. 

Мыши с разрушенными генами рецеп- 
торов меланокортина-3 и -4 страдают 


Дополнение 7-2 Примеры лекарственных мишеней, 
подтвержденных в нокаутных мышиных моделях 
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ожирением и гиперинсулинемией. По-ви- 
димому, эти рецепторы играют важную 
роль в энергетическом гомеостазе, и их 
активация может открыть путь к лечению 
ожирения. Подтверждением тому служит 
наблюдение, что меланотан |, агонист 
меланокортинового рецептора, увеличи- 
вает скорость метаболизма и подавляет 
аппетит у мышей дикого типа, но не у 
нокаутных мышей. Альтернативный путь 
лечения ожирения можно предложить на 
основании фенотипа мышей с выключен- 
ным геном ацетил-СоА-карбоксилазы 2. 
Эти мутантные мыши едят больше еды, 
чем их однопометные родственники ди- 
кого типа, но сжигают больше и запасают 
меньше жира в адипоцитах. 


СОХ1), обладают фенотипом, напоминающим тот, что возникает у че- 
ловека при действии ингибиторов АПФ (гипотензивные лекарства) и 
нестероидных противовоспалительных препаратов. Примеры лекарст- 
венных мишеней, которые активно используются в фармацевтической 
промышленности и которые были подтверждены с использованием 
мышиных моделей еще на начальной стадии разработки лекарств, — 
катепсин К, рецепторы меланокортина-3 и -4 и ацетил-СоА-карбок- 


силаза 2 (дополнение 7-2). 


_ Как отмечено выше, животные модели можно использовать для 


№: тестирования эффективности новых лекарств-кандидатов, а также 


‚ _ Для валидации мише 
_ Моделей — поиск подх 


_ генетических забол 
зоны ТИДНЫХ, 


ней. Одно из интересных применений животных 


_ нейродегенеративное 
С-повторов к гену НР. 
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ее предотвращения и лечения. К настоящему времени многообещаю- 
щие результаты были получены с моноциклином — антибиотиком, 
ингибирующим транскрипцию каспаз и синтазы оксида азота. 


Комбинаторная химия 


Обычно лидирующие соединения для лекарственной индустрии 
идентифицировали путем рационального дизайна и/или массового 
скрининга. В результате внедрения высокопроизводительного скринин- 
га стало возможным анализировать сотни тысяч индивидуальных ве- 
ществ в год, направленных против большого числа мишеней. Новым 
ограничением стало снабжение большим количеством библиотек хими- 
ческих веществ. До недавнего времени для массового скрининга ис- 
пользовались ранее полученные коллекции синтезированных веществ, 
находящиеся в распоряжении фармацевтических компаний, или кол- 
лекции природных продуктов. Все они имеют ограничения. Ранее по- 
лученные коллекции содержат ограниченное число различных структур 
(т. е. тысячи стероидов, бета-лактамов и др.) и, если они и оказываются 


Геном 
ика и создание новых лекарственных препаратов 213 


А 
ох 
В!-В»о 
№ 
№. ь АВ› АВ» АВ} В анны АВ» 
м 
С!-С» 


АВС, АВ:С, АВС; АВС. .. АВСь 


АВ;С, АВС, АВ.С, АВ-С; ... АВС» 


АВС, АВС, АВС; АВС ... АВС» 


| Рис. 7-6 Два различных пути синтеза пептидов со случайными последовательностями. Для 
} простоты процесс показан только до стадии получения трипептидов. 


повторяться много раз. Если на каждой стадии добавлять вместо одной 
М-защищенной аминокислоты 20 различных аминокислот, то будут по- 
лучаться 20 дипептидов, 400 трипептидов, 8000 тетрапептидов и т. д. 
(рис. 7-6). Эти пептиды могут синтезироваться в смеси или индивиду- 
ально. Как следует из рисунка, если все пептиды синтезируются в сме- 
си, идентификация всех компонентов будет затруднена. С другой сто- 
роны, если пептиды синтезировать отдельно, число отдельных реакций 
быстро возрастет (например, 8 тыс. тетрапептидов будет преврашено в 
160 тыс. пентапептидов). Другая проблема состоит в том, что на каж- 
дом цикле разные реагенты могут присоединяться с различными скоро- 
стями и с различными выходами, что может привести к большому раз- 
бросу в колич ств м содержании конечных продуктов. Эти пробле- 
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се 
Общее число 


В = 


соединений 54 = 625 


25 смесей 
р! 5 (25 соедине- 
ний в каждой) 


А? А? 
н-Ф-р-в-О-р: 
че в: 


5 смесей 
(5 соединений 
в каждой) 


\ 
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Рис. 7-8 Идентификация наиболее активного компонента библиотеки методом деконво- 


) люции. 


Ва 


| _ Первый успешный пример реализации этого подхода — создание 
°— библиотеки замещенных бензодиазепинов, и с тех пор описано уже 


. множество других. 


ое, 
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Таблица 7-3 Структурные характеристики лекарств-кандидатов, которые 
могут приводить к плохой адсорбции и проницаемости 


. Существует более пяти доноров водородной связи (представленных суммой всех ОН 


и-МН) 

. Молекулярная масса > 500 

. Значение логарифма коэффициента распределения (19Р)>5 

. Имеется более 10 акцепторов водородных связей (представленных суммой атомов 
азота и кислорода) 


либо очевидной отправной точкой, либо потенциальной задачей ком- 
бинаторного синтеза. 


Динамические комбинаторные библиотеки 


| Комбинаторные методы позволяют синтезировать за короткое время 
огромное множество соединений, но каждое индивидуальное соединение 
затем необходимо охарактеризовать. Если вещество-мишень само могло 
быть использовано для селекции активной молекулы непосредственно из 
библиотеки, то процесс скрининга был бы более эффективен и сущест- 
венно упрощен. Вдобавок, если бы состав библиотеки самостоятельно мог 
‘бы меняться в процессе подстраивания кандидата под структуру мишени 
в сторону обогащения нужными соединениями, то это существенно упро- 
стило бы идентификацию и характеристику последних. Кроме того, если 
активные вещества можно было бы анализировать непосредственно на 
° стадии связывания с рецептором, то это позволило бы избежать несколь- 
< _ Ких стадий синтеза. Такой подход называется динамической комбинатор- 

; ной химией. 
® _ Для эффективного создания динамической комбинаторной библио- 
ев м ‘блоки должны соответствовать нескольким 
у . Во-первых, они должны обладать функцио- 
т опускающими обратимую замену. Во-вторых, 
крывать все геометрическое и функциональ- 
льной мишени. В-третьих, эти узнающие 
НЬ ыы таким образом, что- 
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условиях в отдельном сосуде, а затем вводят в реакцию с мишенью. Не- 

связавитиеся вещества возвращают в реакционный сосуд, перемешива- 

№ ют (для установления равновесия) и снова вводят в реакцию с мише- 

нью. После нескольких раундов синтеза и скрининга накопившиеся ак- 
тивные вещества можно анализировать. 


Виртуальный скрининг 


При виртуальном скрининге, или скрининге 1 5Йсо, исходной точкой 
является трехмерная структура молекулы-мишени. Выявление потенци- 
альных мест связывания лиганда в этой структуре осуществляется путем 
моделирования с использованием специальных компьютерных программ. 
Затем проводится анализ большого числа молекул с целью выявления тех, 
которые по своим геометрическим и электронным свойствам соответству- 
ют указанным местам связывания. Молекулярными структурами, выбран- 
| ными для скрининга, могут быть существующие коллекции веществ или 

(умозрительные) виртуальные коллекции молекулярных структур, полу- | 

| ченные из предпочтительных наборов комбинаторных библиотек. Пре- | 

| ° _ имущество виртуального набора в том, что нет необходимости синтезиро- | 

_ вать структуры до проведения (умозрительного) стыковочного экспери- № 

__ мента м эй ен | 

"МЕ 
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применимость ограничена молекулами с молекулярной массой менее з 
кДа. По этой причине рентгеновская кристаллография — Наиболее щи. 
роко используемый метод структурных исследован ий. До недавнего вре- 
мени наибольшее ограничение рентгеновской кристаллографии было 
связано с трудностью получения кристаллов высокого качества. В на. 
стоящее время многие этапы автоматизированы, и в результате в банке 
данных белков (Ргоет Раша ВапК) находятся структуры более 5000 раз- 
личных природных белков. 


Комбинаторный биосинтез и химический биосинтез 


Огромное число используемых в настоящее время лекарств получено 
из растений и микроорганизмов. Большинство этих природных продуктов 
| отличаются сложными структурами (рис. 7-9) со множеством хиральных 
| центров, и селективная химическая модификация с целью получения но- 
| вых молекул чрезвычайно затруднена. Это вызывает сожаление, так как 
такие соединения обладают множеством свойств, которые делают их хо- 
| рошими лекарствами-кандидатами. Однако в настоящее время, когда 
. биосинтез таких молекул изучен на уровне генов, были разработаны об- 
щие методы синтеза новых производных. Принцип комбинаторного син- 
теза показан на рис. 7-10. Наилучший пример комбинаторного синтеза — 
разработка новых поликетидов. 
Поликетиды обладают лишь незначительным структурным сходст- 
_ вом (рис. 7-9). Свое название они получили за наличие общих биосин- 
®  Тетических путей, когда при синтезе интермедиатов образуется общая 
® для всех кетонная структура. Все поликетиды построены из линейных 
_ _ _ Полимеров, содержащих атомы углерода и получаемых в результате по- 
_  следовательных реакций, катализируемых ферментативными комплек- 
о сами, называемыми поликетидсинтазами (ПКС). Требуется от 5 до 50 
| С-реакций, в зависимости от сложности конечной молекулы, и про- 


в 


синтезу жирных кислот. Как только синтез линейной 
цепь освобождается из ПКС-комплекса. Она затем 
нтами (не ПКС) и подвергается дальней- 
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Актинородин е о сн 
с 
Ч 
Медермицин 
М(СН))› 
] Н 
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ри. 7-11 Образование нового антибиотика медерродина из медермицина под действи- 
ем продукта тена ас(УА. 
чаи Но 
из нескольких различных организмов, стало возможным пере- 


щать гены показанным на рис. 7-10 способом и создавать тем самым 
скулы. Например, путем смешивания генов для синтеза акти- 
для получения гранатицина и медермицина удалось 

антибиотика: медерродин А и дигидрогранатиродин 

› сделать шаг еще дальше: клонированные гены можно 

скому мутагенезу дем попытаться найти ПКС 
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Метаболизм лекарств 


_— ток, несущих гены человеч 

_ лекарств мов 
‘лекарств, например цитохро 

_  рованы ВЕ. со, дрожжах и животных 


Большинство лекарств метаболизируется организмом сразу п 
ния, есть два аспекта этого метаболизма. Первый — ско ВЕ ы ея 
Если лекарство метаболизируется слишком бис рость метаболизма. 
эффективным. Если он 5 тро, оно может оказаться не- 
© метаболизируется слишком медленно, оно может 
накапливаться в организме, и каждая последующая доза повышает его ток- 
сичность. Этот аспект метаболизма контролируется реципиентом на генном 
уровне и был описан в гл. 4 в разделе по фармакогеномике (см. с. 143). Дру- 
той важный аспект — природа метаболитов, которые образуются после вве- 
дения. Если известно, что эти метаболиты токсичны для людей или имеют 
общие с известными ядовитыми веществами молекулярные характеристики, 

то дальнейшая разработка лекарства должны быть остановлена. 
Стандартный метод определения метаболического пути нового ле- 
карства — введение его радиоактивно меченного варианта в специаль- 
но отобранные особи животных и дальнейший анализ меченых соеди- 
нений в моче и фекалиях с помощью специальных аналитических ме- 
тодов. В таких исследованиях очень важно использовать животных, 
метаболизм которых имеет наибольшее сходство с метаболизмом чело- 
века. Важность этого продемонстрирована секвенированием генома 
мыши (см. дополнение 4-2), которое показало, что по сравнению с че- 
ловеком мышь имеет больше генов для метаболизма ксенобиотиков. 
Таким образом, мышь может метаболизировать лекарство другим пу- 
тем, отличным от человеческого. Были секвенированы геномы многих 
других животных, используемых для оценки лекарств, и теперь о 

завершения этой работы мы можем выяснить, какие животные я 


ния. 
шими кандидатами для тестирова 
АЕ тодология является трудоемкой и дорогостоящей, 


анная выше ме 

—4 м желательно проводить какой-либо а т 
} прескрининга — использование реко: а 
м ИЕН р еских ферментов, участвующих в метаболизме 
Р450. Гены этих цитохромов были клони- 
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ний. Такой процесс очень трудоемкий и дорогостоящий и не дает 100% 
гарантии, так как несколько перспективных терапевтических препара- 
тов были удалены с фармацевтического рынка из-за непредвиденной 
токсичности для человека. Кроме того, разработка лекарств находится 
на такой стадии, когда существует еше очень много узких мест, и по- 
этому очень приветствовалось бы появление высокопроизводительных 
методов, позволяющих предсказывать реакцию человеческого организ- 
ма на лекарство. Один такой метод — токсикогеномика: исследование 
изменений в экспрессии генов после введения в организм лекарства- 
кандидата. Токсикогеномика дает возможность идентифицировать ядо- 
витое для человека вещество на ранней стадии процесса его разработки 
и детектировать специфичные для человека яды, которые не вызывают 
неблагоприятных реакций у крыс. 

Существует два основных пути сбора данных по генной экспрессии и 
использования их для предсказания токсичности. В первом случае иден- 
тифицируют те гены, которые экспрессируются после введения тестируе- 
мого лекарства и сравнивают результат с тем, который был получен при 
введении одного или более других лекарств того же класса, токсичность 
которых для человека уже известна. Во втором случае создается большая 
база данных по экспрессии для имеющихся на рынке фармацевтических 
препаратов, классических ядов и запатентованных лекарств, и это охваты- 
вает широкий диапазон фармакологических и структурных классов. Эти 
данные анализируют и используют для создания алгоритмов, которые по- 
зволяют предсказать токсичность нового соединения. Какой бы метод ни 

а › использовался, нужно позаботиться о том, чтобы разграничить фармако- 
_ логические и токсикологические эффекты путем анализа многократных 
доз каждого вещества. 
Обвес В качестве примера использования токсикогеномики рассмотрим 
< У лекарства (такрин, донепезил и физостигмин), которые были раз- 
таны для лечения болезни Альцгеймера путем ингибирования аце- 
линэстеразы. Во время преклинических испытаний на мышах, 
‘или собаках не было получено указаний на токсичность какого- 
‚ эти? р для печени. Однако у 25% людей, которых лечили 
ь бессимптомное повышение уровня сыворочной 
сия обнаружила некроз печени. По этой при- 
я как специфичный для человека яд (рис. 7- 
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Рис. 7-12 Животным однократно оральным путем вводили дозы такрина, донепезила 
или физостигмина, а затем убивали через 6, 24 или 48 ч. С использованием моделирую- 


щих компьютерных программ идентифицировали процент животных, подвергшихся 
действию токсических или нетоксических веществ. 


нов, связанные с токсичностью. Конечная цель — получить микрочипы, 


несущие только те гены, экспрессия которых меняется при введении ток- 
сических веществ. 


„" Дополнительная литература 


РОСМ: В гл. 5 детально описываются методы получения конструкций, в которых гены 
оказываются под контролем регулируемых промоторов, а в гл. 11 описываются методы на- 
правленного введения мутаций в гены лабораторных животных. 

РОСА: В гл. 9 детально описаны различные методы контроля тенной экспрессии, что яв- 
ляется дополнением к данной главе. 
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Великолепный обзор, написанный одним из наиболее уважаемых сотрудников фармацев_ р 


тической компании В&). В том же выпуске 5сепсе имеется серия других статей по теномике | 
и выявлению лекарств: } | 
тез 1 (2000) гие @всоуегу: а Вопса! регзресйуе. Эсепсе 287, 1960—1964. | 
|| 
Соодпо\ ВА (2001) Ситеп ргасйсез п зепегаНоп оЁзтаЙ тоесше пе\ 1еа5. / Се Вюсйет | 
37 (Зирр), 13—21. |, 
к : | 
Кпо\/ез }, Стото С (2003) А вшае о агиз @йзсоуету: тагрей зеесНоп т газ @5соуегу. Машиге | 
Кеу Отиз П/5соуегу 2, 1-10. 
Обзор посвящен основам комбинаторного биосинтеза и химического биосинтеза: 


РЕеНег ВА, КвоЗа С (2001) В'озуп пез оГ роукейаез т Не{егоюзои$ В0$5. Мистоб о! Мо/Вю! | 
Кеу 65, 106—118. | 


Катутот 0, Гейл ]-М (2002) Огаз @1зсоуегу Бу Чупапис сотЫптаюпа! П6гапез. Магиге Кеу | 
Эиия П5соуегу 1, 26—36. | 


Ки тзиет ОС (2002) 1.езоп$ йо апипа! по4е! ог Нипипрюп”з @1зеазе. Туепах Сетей 18, 
202—209. 


ГЛАВА 8 
Р-н 
Генная и клеточная терапия 


ООО уе 


Введение 


Большинство обычных лекарств — либо белки, либо малые молекулы, 
которые взаимодействуют с белками. Другими словами, лекарства дей- 
ствуют на уровне белков, а не на уровне кодирующих генов. В случае 
инфекционных болезней или рака ожидаемый эффект от лечения обыч- 
ными лекарствами — это полное выздоровление (в лучшем случае), т. е. 
патоген или группа аномальных клеток должны быть полностью уничто- 
жены. Однако при наследственных болезнях лекарства способны лечить 
лишь симптомы, в то время как лежащий в основе заболевания дефект 
гена остается неизмененным. Альтернативным подходом является генная 
терапия: использование нуклеиновых кислот с целью репарации повреж- 
денной последовательности ДНК или по крайней мере внесения ком- 
пенсаторного изменения, которое восстановит нормальные физиологи- 
ческие функции клетки. Генная терапия — одно из новых направлений 

_  Тенной медицины, когда нуклеиновые кислоты вводятся в ‘человеческие 
° клетки. Другое направление генной медицины основано на применении 
_ нуклеиновых кислот традиционным способом — как обычные лекарства, 
_ нов данном случае в роли мишени часто выступает мРНК, копируемая с 
врежденного гена, а не белок. Кроме того, использование ДНК-вак- 
«споессирую _в организме антигены, также относят к генной 


С а РЕ м 
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Дополнение 8-1 Этические аспекты применения генной терапии 


И соматическая, и зародышевая генная 
терапия поднимают ряд важных этических 
проблем, из них наиболее распространен- 
ная — возможность злоупотреблений. Ген- 
ная терапия может быть использована не 
только для лечения серьезных заболева- 
ний (или устранения их в семейных лини- 
ях в случае зародышевой терапии), но 
также для усиления благоприятных при- 
знаков (положительных свойств) и подав- 
ления неблагоприятных. Самое «безобид- 
ное», к чему это может привести — появ- 
ление спроектированных детей со свой- 
ствами, выбранными родителями. Но не 
так уж нереально то, что генная терапия 
может быть использована для манипуля- 
ции с генетическими структурами всей по- 
пуляции (евгеника). Есть весомые мо- 
ральные аргументы в пользу применения 
генной терапии для лечения тех болезней, 
которые невозможно вылечить другими 
средствами, однако при этом важно знать 
исчезнут ли болезни и появятся ли при- 
знаки выздоровления. А если бы генную 
терапию захотели использовать для повы- 
шения коэффициента интелекта !© ребен- 


й 


м Технология переноса генов все больше сближается с клеточной тера- 
_ _ _ Пией с использованием целых клеток, по. 
_ _ ИЗ другого источника в качестве тер: 
_ Терапия, так и клеточная, являясь, возможно 


° Терапевтическими подходами к лечению долготекущих болезней, подни- 


ка с 40 до 100, то чем бы это следовало 
считать: лечением болезни или улучшени- 
ем генетики? И кто будет решать, какое 
применение генной терапии приемлемо, а 
какое нет? 

В случае зародышевой генной терапии 
возникают две другие этические пробле- 
мы 

1. Несовершенная технология. Резуль- 
тат переноса стабильного гена непредска- 
зуем, и даже если конкретная болезнь бу- 
дет вылечена, случайно могут быть внесены 
другие дефекты. Печальные последствия 
недавно проведенного пробного использо- 
вания зародышевой генной терапии для 
лечения $С!О (синдром тяжелого комбини- 
рованного иммунодефицита) являются яр- 
ким примером потенциальной опасности, 
которую несет зародышевая генная терапия 
(см. основной текст). 

2. Отсутствие права принимать реше- 
ние. Индивидуумы, подвергшиеся дейст- 
вию зародышевой терапии, не могут давать 
свое согласие на то, чтобы их генетический 
материал был модифицирован. Это являет- 
ся нарушением прав человека. 


‚ наиболее перспективными 


ют важные этические проблемы и проблемы безопасности, над которы- 
ет задуматься (дополнение 8-1). 


О кжето экв, Е. 


й 


лученных либо из пациента, либо 
апевтического средства. Как генная 
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Добавление гена 
1 Функциональ- 


\ ный ген 
1 


Г 


: 2 Ингибирование гена 

и Антисмысловой 
} ген ит. д. 

| 


Гомологичный 
функциональ- 
ный ген 


4 Помощь в уничтожении специфических клеток 


'Антиген, 


$ ТбЗД, 
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терапии при некоторых исключительных обстоятельствах (например, ко- 
| тда родитель уверен, что передал своему потомку мутацию, вызывающую 
болезнь), сама процедура повсеместно запрещена по этическим сообра- 
| жениям (дополнение 8.1). 
| Известны несколько методов соматической генной терапии, и в зави- 
| симости от природы болезни выбирают наиболее подходящий (рис. 8-1). 

. Добавление гена. Этот метод генной терапии используется для лече- 
ния наследственных болезней, вызываемых потерей продукта функцио- 
нального гена. Задача терапии — добавить в геном функциональную ко- 
пию потерянного или мутированного гена и экспрессировать этот ген на 
достаточном уровне, чтобы восполнить отсутствующий белок. Метод при- 

] меним лишь в том случае, если последствия болезни обратимы. 

. Ингибирование гена. Этот метод генной терапии пригоден для ле- 

| чения инфекционных и наследственных болезней, рака, если они вы- 
зываны неадекватной активностью гена (активность гена чрезмерна). 
Задача терапии — введение нового гена, продукт которого ингибирует 
экспрессию патогенного или поврежденного гена или подавляет актив- 

ность продукта. 

* Заместительная генная терапия. Этот метод генной терапии пригоден 
для лечения только наследственных заболеваний (ни в коем случае нельзя 
использовать в случае инфекционных болезней или рака), но может быть 
использован для лечения болезней, характеризующихся как потерей, так 
и приобретением функции генов. Задача — ввести нормальную функцио- 
нирующую копию дефектного целевого гена, а затем заставить экзоген- 
ную ДНК рекомбинировать с целевым геном с целью замещения послед- 
него. Потенциально это самый простой путь исправления генетических 
дефектов, однако он основан на гомологичной рекомбинации, которая в 
большинстве клеток протекает с крайне низкой эффективностью. 

* Уничтожение специфических клеток. Этот метод терапии пригоден для 
_ лечения болезней (таких как рак), которые можно лечить путем устране- 
НИЯ определенных популяций клеток. Основная задача этой терапии — 
экспрессировать внутри таких клеток ген-самоубийцу, продукт которого 
о токсичен. Один из подходов — экспрессия белка — делает клетки уязви- 
__ МЫМИ не атаки иммунной системы. Другой подход включает экспрессию 
| ента. рый превращает безвредное вещество (пролекарство) в бо- 

Сич динение. Из-за летального эффекта, вызываемого ге- 
ействие не © ое тщательностью 


(р ет т ОВ. 


2 


Введение моди- 
ванного 
человеческого 
тена в вирусный 
вектор 


Размножение ви- 
руса в пакующей 
линии клеток 


#7. 
7 


Я. 
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Смешивание 


и человеческого Прямой пере- Возвращение 
ав гена с липосома- нос в организм | — > модифицирован- Отбор стабиль- 
а ми или другими пациента || ных клеток в ор- ных трансфор- 
На т, наночастицами =. ганизм пациента 
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Культивирова- 
ние клеток 
ех уо 


Трансфекция или 
трансдукция кле- 
ток соответствую- 
щим геном 
человека 


ИУ 
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=` 


Рис. 8-2 Подходы генной терапии. Слева — принцип генной терапии и уйуо с использованием 
вирусного и невирусного векторов. Справа — принцип геннойтерапии ех уй»о с использованием 
вирусного и невирусного векторов. 


мальная экспрессия гена утрачена). Выбор метода доставки ДНК при 
тенной терапии, следовательно, зависит в значительной степени от дос- 
тупности соответствующих клеток (рис. 8-2). 

Если есть возможность извлечь и культивировать клетки, не нанося 
вред пациенту, то их можно генетически модифицировать в культуре, а 
затем снова ввести в организм пациента. Такой подход, называемый ген- 
ная терапия ех уй’о, применим для лечения заболеваний крови и иммунной 
‘системы, поскольку гемопоэтические стволовые клетки относительно 
легко можно извлекать, культивировать и видоизменять. Более того, буду- 
чи введенными обратно в организм пациента они сохраняются в течение 
длительного времени и, следовательно, могут дать неограниченное число 
(генетически модифицированных) дочерних клеток. Генная терапия ех 
уро позволяет тщательно контролировать целевые клетки в культуре, так 
что можно отобрать клетки с нужным типом генетической модификации. 


возможно ктив- 
В случае недоступных клеток или клеток, которые не к 
_ но культивировать, генная терапия включает прямое введение д в 
> клетки? находящиеся в организме. Такой подход называется генной тера- 
1 вв Е тена должна быть эффективной и селек- 


г тного типа клеток-мишеней. 'Это особенно важно, если 


230 Глава 8 


Вирусная доставка, известная также как трансдукция, включает упаковку 
ДНК (или в некоторых случаях РНК) в вирусную частицу. Перенос генов 
осуществляется путем нормальной вирусной инфекции и потому эффек- 
тивен и селективен по отношению к клеткам. По этой причине доставка с 
помощью вирусов наиболее продпочтительна при генной терапии т мо, 
Сравнение различных вирусов, используемых или разрабатываемых в ка- 
честве векторов для генной терапии, приводится в дополнении 8-2. 


Вирусные векторы для генной терапии 
оцениваются по их эффективности, способ- 
ности выдерживать чужеродную ДНК, 
безопасности, механизму трансформации 
(эписомальный или интеграционный), пер- 
систентности и тропизму. Ни один из виру- 
сов не является универсальным вектором 
(не отвечает всем требованиям), хотя инте- 
рес к созданию гибридных вирусов, соче- 
тающих наилучшие свойства различных ти- 
пов векторов, возрастает. 


Аденовирусы 


_ Это вирусы, которые вызывают легкие 

| Форм инфекций верхних дыхательных 

| путей, т. е. обычные простуды. Трансфор- 
мация происходит эписомальным путем, и 

вирус может инфицировать широкий диа- 

` пазон делящихся и неделящихся клеток. 

Преимущества: эффективность (могут быть 

) ие титры); емкость (до 
еродной ДНК). Недостат- 

я (обычно наблюдается 

я экспрессия, хотя недавно | 


генов в нейро- 


леют большую про- — 
и и очень полезны — _ мутагенеза (см. ниже ретровирусы). К со- 
о ы _ жалению, это свойство обеспечивается ви- 
ба 


| Дополнение 8-2 Свойства вирусных векторов для доставки генов 


дения испытаний выяснилось, что других 
данных о тяжелых реакциях на вирус не 
поступало. 


Аденоассоциированные вирусы 


Аденоассоциированные вирусы (ААВ) 
содержат одноцепочечную ДНК и вызывают 
асимптоматические инфекции. Трансфор- 
мация происходит путем устойчивой инте- 
грации, и вирус может инфицировать ши- 
рокий диапазон делящихся и неделящихся 
клеток. Преимущества: безопасность (вирус 
требует присутствия аденовируса или виру- 
са герпеса для репликации, так как от при- 
роды не обладает способностью к реплика- 
ции); персистенция (устойчивая интеграция 
способствует длительной экспрессии). Не- 
достатки: малая емкость (может удержи- 
вать ДНК размером менее 5 тыс. п. н.). Ви- 
рус дикого типа обладает интересным 
свойством, обеспечивающим безопасность 
работы с ним: он может интегрировать в 
строго определенное место человеческого 
генома, расположенное в хромосоме 19, 
‘уменьшая тем самым риск инсерционного 


‚белком Вер, но ген гер должен 
тирован, чтобы обеспечить место | 
кр Зе 


клетки печени, сейчас выясняется, что ви- 
рус способен инфицировать Гораздо более 
широкий диапазон клеток. Преимущества: 
безопасность (вирус инфицирует человече- 
ские клетки, но не может в них реплициро- 
ваться); большая емкость (вирус имеет па- 
лочковидный капсид, поэтому нет верхнего 
Г предела для размеров удерживаемой чу- 

жеродной ДНК). Недостатки: эффектив- 
ность (вирус чувствителен к комплемент- 
опосредованной инактивации, хотя были 
разработаны подходы к преодолению этого 
недостатка). В отличие от других четырех 
чщ, типов обсуждаемых вирусов, бакуловиру- 
сам еще предстоит пройти испытания в 
генной терапии. 


Вирусы герпеса 


Нечнуо Ди Вирус простого герпеса (ВПГ) — ДНК-со- 
а держащий вирус, который проявляет повы- 
ое Та шенный (ярко выраженный) нейротропизм, 


что делает его особенно привлекательным 
для генной терапии заболеваний нервной 
системы. Трансформация эписомальная, и 
ан вирус может распространяться через синап- 
си тическую сеть. Преимущества: большая ем- 
я кость (точный верхний предел для встраи- 
дьй р з вания чужеродной ДНК не установлен); 
Я ‘персистенция (могут установиться пожиз- 
усов | ненные латентные инфекции в нейронах). 


Ретровирусы 


_ Ретровирусы — РНК-содержащие вирусы, 
имеющие обратную транскриптазу, даю- 


огли вызвать 3 
‘ение генов и По; 


‚вирусов. 


у чь что по своей природе вирусы патогенны. Поэтому не- 


чтобы при использовании их в качестве векторов 
аболевания. Обычный способ достижения этой 
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получен высокий титр вируса, и очень вы- 
сока эффективность инфекции); персистен- 
ция (стабильная интеграция делает воз- 
можной долговременную экспрессию ге- 
нов). Недостатки: малая емкость (может 
удерживать чужеродную ДНК размером не 
более 8 тыс п. н.); небезопасность (инте- 
грация происходит случайным образом, и 
возникает опасность инсерционного мута- 
генеза). Механизм интеграции может при- 
водить к активации прилегающих генов, 
включая онкогены, что именно и произош- 
ло во время проводимых недавно испыта- 
ний генной терапии 5С!Р (синдрома тяже- 
лого комплесного иммунодефицита) (см. 
основной текст). Другая проблема безопас- 
ности связана с использованием ВИЧ для 
конструкции векторов; это единственный 
вирус, используемый для генной терапии, 
который, как известно, вызывает смертель- 
ные болезни. Следовательно, необходимо 
принимать чрезвычайные меры безопасно- 
сти, чтобы избежать возникновения путем 
рекомбинации способных к репликации 


нарушенной репликацией — 
ет способность вирусов. 
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НЕК 293 Е1а Е1Ь 
> —= 


0’ 10 

Рис. 8-3 а — карта генома аденовируса А45 дикого типа. Расположенные под картой 
числа делят геном на 100 условных единиц. Стрелками указаны транскрипционные 
единицы. Е — ранние транскрипты; 1 — промежуточные транскрипты; МЕТ — глав- 

_ ный поздний транскрипт; Т1. — трехкомпонентная лидерная последовательность, ко- 
торая в процессе сплайсинга присоединяется к поздним транскриптам; б — ранний 

. аденовирусный вектор, в котором районы Е! и ЕЗ Удалены, чтобы обеспечить встраи- 
_ вание чужеродной ДНК. Район ЕЗ несуществен, Е1 — существен, и его отсутствие де- 

| < т вирус дефектным по репликации. Отсутствующие функции компенсируются па- 
кующей линией клеток НЕК 293, которая содержит находящийся в левой части генома 
я (11% от размера генома), включающий район Е1. 


а ` 
ры = 


се 


'реплицироваться и вызывать симптомы болезни. 
‹ линий должны быть 
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Добавление погибают 
антибиотика 


одновременно с маркером 
устойчивости к антибиотику 


\ у Трансфекция новым геном 
\/ 
= —— 


у 


Добавление 
антибиотика 


===) 


Рост в условиях 
селекции 7 
== 
— => 
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Устойчивое встраивание Погибают только Клоны стабильно 
ДНК в малое число нетрансформированные трансформированных 
клеток клетки клеток 


$ Рис. 8-4 Использование селективных маркеров для отбора трансформированных кле- 
ток. На чашку с культурой человеческих клеток добавляют антибиотик (418, и все клет- 
р Б ки погибают. Однако, если клетки трансфецировать селективным маркерным геном 
пео, который обеспечивает устойчивость к таким антибиотикам как С418, то очень не- 
р большое число клеток со стабильно интегрированной ДНК, выживет. Это можно ис- 
пользовать для селекции клеток, трансформированных другими генами. Два гена (се- 
лективный маркер и неселектируемый ген) вводятся одновременно и потенциально мо- 
| тут совместно интегрироваться в геном. Поэтому селекция на устойчивость к антибио- 
| тику позволяет идентифицировать клетки, несущие также и неселектируемый ген. Эти 
| клетки будут расти в условиях селекции, а клетки без новых генов погибнут. 


Это очень редкое событие (стабильно трансформируется менее одной 

клетки на миллиона), так что редкие клетки должны быть отобраны путем 

введения маркерного гена в трансформирующую ДНК, что дает возмож- 

но, клеткам расти в присутствии такого вещества как антибиотик, ток- 

_  сичный. для нетрансформированных клеток (рис. 8-4). Очевидно, что этот 
ет быть применен только к клеточной культуре. 

= тенной кн о встроить сайт на- 
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повышена путем получения липосом на основе вирусных оболочек, кото- 
рые часто содержат белки, способствующие слиянию с мембраной. Такие 
частицы называют виросомами. В отличие от липосом-опосредуемого пе- 
реноса, липофекция включает образование ДНК-липидного комплекса 
(липоплекса), который захватывается в процессе эндоцитоза. Совсем не- 
давно стали популярны переносчики генов, основанные на использова- 
нии катионных полимеров (полиплексы), поскольку использование спе- 
цифических сополимеров дает возможность менять физические свойства 
вектора-переносчика. Как оказалось, в некоторых случаях можно сфор- 
мировать комплексы, имеющие различные свойства при различных тем- 
пературах, что позволяет контролировать высвобождение ДНК. Это осо- 
бенно полезно при переносе генов и уйо к определенным участкам тела, 
которые можно соответствующим образом нагревать или охлаждать. В це- 
лом, доставка инкапсулированной ДНК гораздо менее эффективна, чем 
использование вирусных векторов, отчасти из-за того, что часть ДНК де- 
градирует еще до достижения клеток-мишеней, но в основном из-за того, 
что большое количество введенной ДНК деградирует внутри клетки преж- 
де, чем достигнет ядра. Кроме того, гораздо труднее направить невирус- 
ные переносчики на специфические клетки-мишени, хотя можно присое- 
| динить ДНК к другой молекуле, которая специфически связывается с ре- 
| цепторами клеток определенных типов и стимулирует таким образом 
захват путем рецептор-опосредуемого эндоцитоза. 

Как оказалось, можно вводить ДНК непосредственно в некоторые тка- 
ни #1 умо, Например, инъекция растворов ДНК в мышечную ткань приво- 
дит к трансформации некоторых клеток, у которых экспрессия генов мо- 

‚ жет происходить в течение многих месяцев. Для переноса ДНК к поверх- 
ности тканей существует альтернативный метод — бомбардировка 
частицами, при котором небольшие частицы металла покрывают ДНК и 
направляют с ускорением на ткань-мишень под действием высокого дав- 

_ _ Ления воздушного потока или электрического разряда. 
Мел ДБА 


ния заболеваний 


ытано более 500 протоколов генной терапии, более половины 
чены для лечения рака (см. базы данных МН по ис- 
герапии: \У\\У4.о4.пв.воу/офа/тас/сШисайча!.Выт). 

‘исследований, и рирующих применение 
щих связанные с 
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мя как в поджелудочной железе слизь 
ьных ферментов, что приводит к нару- 


ь шениям пищеварения. Введение функционирующего гена СЕТЕ. должно 
“№ помочь ликвидировать эти эффекты. 
ь Первоначальные испытания генной терапии КФ включали использова- 
№ 


ние аденовирусных векторов, которые естественным образом инфицируют 
клетки верхних дыхательных путей. Векторы доставлялись с использовани- 
ем аэрозольных ингаляторов, и у некоторых пациентов высокие дозы век- 
тора вызывали воспалительные реакции (дополнение 8-2). Испытания, 
КИТ проведенные совсем недавно, включали более безопасные векторы, осно- 
В ванные на аденоассоциированных вирусах, или невирусную доставку генов 
липосомами. Несмотря на то что удалось осуществить перенос гена и была 
достигнута ограниченная экспрессия, результаты в целом оказались обес- 
кураживающими. Главная причина — в неспособности векторов-перенос- 

чиков генов проникать через слизь, покрывающую легкие больных КФ. 


Терапия добавления гена ех уо: тяжелый комбинированный 
иммунодефицит (5С1О) 

Первые испытания генной терапии начались в 1990 г. и проходили с 
| участием четырехлетней девочки, страдающей тяжелым комбинированным 
иммунодефицитом (5СТО). Болезнь характеризуется отсутствием функцио- 
нальных лимфоцитов (В-клеток и Т-клеток), что приводит к полной не- 


способности бороться с инфекцией. Тяжелый комбинированный имму- | 


нодефицит может вызываться рядом дефектов, но в данном конкретном у 


; И о езамина- 
кциональным был ген АРА, кодирующий аденозинд 
я е традиционные методы лечения АРА-5СТР пред- 


лагают пересадку. ого мозга от подходящего донора или регулярные 
ции рекомбинантным ферментом АРА. В гвие такого лечения 
ы жить в (искус словиях — 


с... 


Глава 8 


. Клетки-мишени для терапии — лимфоциты, они доступны, легко 
культивируются и могут быть легко возвращены в организм пациента. 

Альтернативные методы лечения очень дорогостоящи и/ или опасны, 

Функциональный ген АДА был введен в ретровирусный вектор и ис- 
пользовался для трансдукции культивированных Т-лимфоцитов, которые 
в дальнейшем были введены обратно в организм пациента. Хотя испыта- 
ния на тот момент были признаны успешными, эффект от лечения ока- 
зался кратковременным, и пациент в настоящее время продолжает лече- 
ние препаратами фермента АРА. Была начата следующая серия испыта- 
ний. В качестве мишеней были использованы клетки костного мозга или 
клетки крови из пупочного канатика, поскольку эти популяции содержат 
стволовые клетки, продуцирующие лимфоциты на протяжении всей жиз- 
ни. Модификация этих стволовых клеток приводила к долговременной 
продукции небольшого числа АРА-положительных лимфоцитов, но уров- 
ни АРА, производимые этими клетками, были очень низкими. Более 
того, в течение всего периода испытаний клеток продолжалась терапия 
ферментом АПА, и пока неясно, выжили бы пациенты без этой терапии. 

В 2002 г. произошел значительный прорыв в области генной терапии 
АРА-$СТО, явившийся результатом использования метода, называемого 
немиелоаблативным кондиционированием, при котором костный мозг боль- 
ного ЗСТ частично убивают, чтобы дать возможность модифицирован- 
ным стволовым клеткам размножаться (рис. 8-5). Другим важным факто- 
ром было то, что никого из детей, участвующих в испытаниях, не лечили 
ферментом АРА. Возможно, отсутствие успеха в предыдущих испытаниях 
тенной терапии могло быть связано с лечением ферментом. Первым па- 
циентом была двухлетняя девочка из Палестины, которая никогда не про- 

° ходила терапии АРА. Новый метод лечения, судя по всему, до сих пор 
т” зем благотворное действие на ее состояние, и теперь она живет 
®— Дома с родителями, а в ее организме вырабатываются антитела, как и у 
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Рис. 8-6 Возможный механизм возникновения лейкемии у пациентов в результате ген- 
ной терапии с применением рекомбинантных ретровирусов. а — типичная структура 
ретровируса: гены дав, ро! и епу кодируют ферменты, необходимые для репликации, а 
также компоненты вирусной оболочки; б — в векторе для генной терапии все вирусные 
тены делетированы и заменены фрагментом ДНК человека, но последовательности, не- 
обходимые для интеграции в геном и экспрессии, сохранены. Часть цикла репликации 
вируса включает копирование концов генома для создания длинных концевых повто- 
ров (ГТВ). Во время этого процесса происходит дупликация промотора ГТК; в — дупли- 
| цированный промотор способен активировать прилегающие гены. У двух пациентов 
® _ Клоны Т-клеток, в которых вектор интегрировался рядом с онкогеном [/МО2, начали 
размножаться с аномальной скоростью, что привело к лейкемии. 


других детей. Девочка заболела ветряной оспой и выздоровела, хотя еще 
за несколько месяцев до этого безусловно погибла бы. 

Генная терапия использовалась также для лечения родственной болезни 
(Х-сцепленного $СПО), которая вызывается потерей гамма-цепи рецептора 
интерлейкина-2. Как и в случае АРА-5СТЬ, был реализован подход ех ума 
при котором ретровирусный вектор, содержащий полноценную копию по- 
врежденного гена /2.2КС, был использован для трансдукции культивирован- 

гематопоэтических стволовых клеток впоследствие снова введенных в 
‘пациента. Девять из 11 подвергнувшихся лечению пациентов, судя 
начала испытаний два из них заболели 
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терапии, химиотерапии и биотерапии), и более половины всех опробо- 
ванных протоколов генной терапии предназначены для лечения рака. 
Стандартная терапия добавления гена, как это обсуждалось в двух преды- 
дущих случаях, может быть использована для замены утраченных генов 
опухелевых супрессоров с целью восстановить нормальный контроль над 
клеточным циклом. Однако большинство подходов к лечению рака вклю- 
чают либо ингибирование онкогенов, либо уничтожение раковых клеток. 
Существует множество различных стратегий. 

На ранних стадиях испытаний генной терапии рака сами опухолевые 
клетки не использовались в качестве терапевтической мишени. Вместо 
этого инфильтрующие опухоль лимфоциты трансформировали с добавоч- 
ной копией гена фактора некроза опухоли, что делало их еще более эф- 
фективными убийцами. Это расширение адоптивной биотерапии, рас- 
смотренной на с. 164, при которой Т-клетки стимулируются ех у/о под 
действием интерлейкина 2. 

Использование ретровирусов в качестве векторов для генной терапии 
т уо дает большие преимущества, поскольку эти вирусы могут инфици- 
ровать пролиферирующие клетки и, таким образом, являются селектив- 
ными по отношению к опухолевой ткани. В связи с этим был разработан 
ряд методов генной терапии, в которых мишенями служили опухолевые 
клетки. Например, широко используемый метод — введение антиген-про- 
дуцирующих генов, которые делают раковые клетки более подверженны- 
ми атаке со стороны иммунной системы. В то же время, если известен 
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ифический о 
ры вен Участвующий в развитии рака, то может быть 
разр › при котором мишенью служит прод; 
нако большинство подходов к г Й ам 


Лекарства на основе нуклеиновых кислот 


Генная терапия подразумевает введение функциональных генов в клет- 
ки человека. Принцип состоит в том, что эти гены, будучи интегрированы 
в хромосому или находясь в составе эписом, экспрессируются, и продукт 
тена либо компенсирует первоначальный дефект, либо противодействует 
ему. Другой подход предполагает использование нуклеиновых кислот в 
качестве лекарств. В этом случае нуклеиновая кислота выступает не в 
роли экспрессирующегося гена, а в виде экзогенно вводимой молекулы, 
которая захватывается клетками и предназначена для того, чтобы препят- 
ствовать экспрессии или активности эндогенного гена на уровне ДНК, 
РНК или белка (табл. 8-1). Введение этих лекарств осуществляется с ис- 
пользованием рассмотренных ранее невирусных методов переноса генов. 
Однако в отличие от генной терапии, лекарственное действие нуклеино- 
вых кислот, как ожидается, не будет долговременным. Они могут помочь 
излечиться от инфекционных болезней или рака, но являются лишь сред- 
ством симптоматического лечения в случае наследственных заболеваний. 


Таблица 8-1 Нуклеиновые кислоты, используемые для подавления 
экспрессии эндогенного гена, и механизмы их действия 
МОМ». 255 :- - —- - 


Мишень. Эффект уса чьи 
| ; ‘илимРНК Образование три пл Е 
о транскрипции 
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Антисмысловые препараты 


Антисмысловые (антисенс) препараты — это короткие олигонуклео- 
тиды (обычно длиной 12—25 нуклеотидов), содержащие последователь- 
ность, комплементарную кодирующей цепи гена-мишени. Они могут 
ингибировать экспрессию поврежденного гена двумя путями. Первый 
путь включает взаимодействие антисмысловых олигонуклеотидов с 
ДНК с образованием стабильного триплекса, предотвращающего 
транскрипцию. Второй путь включает взаимодействие с мРНК с обра- 
зованием стабильного дуплекса, что ингибирует синтез белка, а также 
приводит к селективной деградации мРНК-мишени ферментом РНазой 
Н. Последняя узнает двухцепочечные нуклеиновые кислоты и разруша- 
ет входящую в их состав РНК. В случае дуплексов РНК-РНК деграда- 
ции подвергаются обе цепи, а в случае дуплексов ДНК-РНК разруша- 
ется только РНК-цепь. Следовательно, ДНК-олигонуклеотиды более 
эффективные терапевтические агенты, так как они могут последова- 
тельно взаимодействовать с множеством транскриптов. Несмотря на то 
что ДНК- и РНК-олигонуклеотиды удобно синтезировать, они подвер- 
жены деградации клеточными нуклеазами. Поэтому в настоящее время 
антисмысловые лекарства представляют собой структурные производ- 
ные природных нуклеиновых кислот (например, ДНК с модифициро- 
ванными фосфоротиоатными связями) или синтетические аналоги оли- 
гонуклеотидов, содержащие химические связи, устойчивые к клеточ- 
ным нуклеазам (например, пептидные нуклеиновые кислоты, в 

которых основания прикреплены к синтетическому пептидному остову, 
® < И аналогичные соединения с найлоновым или карбазатным остовом). 
® Вообще же, действие любого антисмыслового олигонуклеотида непред- 
_  сказуемо и должно устанавливаться эмпирически. При использовании 
синтетических молекул может также проявляться неспецифический 
токсический эффект. Чрезвычайно эффективны устойчивые к дейст- 

тк р ‚ морфолино-олигонуклеотиды (производные олигорибо- 
орые решают многие из указанных проблем. Первое 
ысловое лекарство фомивирсен (витравен) — ДНК- 
‘фосфортиоатными связями, который используется 
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мы Рис. 8-8 Структура рибозима. Верхняя последовательность (на темном поле) — 
ль мРНК-мишень. Нижняя последовательность (на более светлом поле) — антисенс- 

К ль РНК, в которую встроен каталитический компонент рибозима. Рибозим расщепля- 

К п ет последовательность СОС (на белом поле), что приводит к последующей деграда- 

т ь ции мРНК. 

=, 

мин (рис. 8-8). Антисмысловые последовательности позволяют рибозиму или 

о максизиму связаться с мРНК-мишенью в результате комплементарных 


взаимодействий; транскрипт расщепляется, а затем быстро деградирует. 
Поскольку рибозимы обладают каталитическими функциями, они потен- 
циально могут расщепить много копий транскрипта-мишени до того, как 
сами подвергнутся деградации. Исследования сфокусированы на исполь- 
зовании рибозимов со структурой, напоминающей «головку молотка», ко- 
торые могут включаться в антисмысловую конструкцию путем рекомби- 
нации. Лекарство-рибозим Негхуте, который расщепляет мРНК эпидер- 
мального фактора роста 2, обсуждается в дополнении 4-1. 


Возможности малых интерферирующих РНК 


%45. > -интерфе А ставляет собой клеточный защитный 
м т НЫ и — Саетпота Вай е!езапз, при ко- 
| (43ВМА) может индуцировать сильное и очень специфиче- 
ение ($Иепсш®, «с: енсинг») экспрессии гомологичного гена. 
‘видимому, появился в процессе эволюции для защиты кле- 


к ‚ДИРЯБ. й, называемой 
и включает расшепление ДиРНК ‘нуклеазой, 
длиной 21—25 п. н, известные как 1 
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Эндонуклеолитические расщепления 


Рис. 8-9 Механизм РНК-интерференции. Двухцепочечная РНК узнается белковым 
комплексом, который взаимодействует с эндонуклеазой ОТСЕК. Если диРНК (4КМА) 
й несовершенна и содержит петли и неспаренные участки, она расщепляется нуклеазой 

ОТСЕК на короткие одноцепочечные молекулы, способные связываться с мРНК и сте- 

Фета иомоВиНески препятствовать трансляции. В то же время совершенные дуплексы го 


оцеп очечными концами. Их называют короткими интерферирующими РНК 
Они взаимодействуют с белками с образованием РНК-индуцирован- 

ого» комплекса (В1$С). В1$С каталитически расщепляет мРНК, со- 

арную последовательность. Эффект «сайленсинга» (подавления 

НО МОЩНЫ! по кр черри сходство 


‚ Я. Эокткол Алан Чьи ЯН$ экиничы 


ункцио- 
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возможнос 

| ы рт и для терапевтического вмешательства. Олигонукле- 

$ ующие с белками, называются ап В 
быть введены в клетку обычными методами трансф о 

певтического использования аптамеров — ео "о 

ния вирусов аптамерами, которые прочно св ны 


ы язываются с субъ 
белка вирусной оболочки, что предотвращает их сборку убъединицами 


Генная терапия инфекционных заболеваний: ВИЧ 


В методах генной терапии и использовании лекарств на основе нуклеи- 
новых кислот много общего, поскольку олигонуклеотиды, которые вво- 
дятся непосредственно в клетку, можно также получать в результате экс- 
прессии трансгенов. Терапевтические подходы, базирующиеся на экс- 
прессии антисмысловых РНК, рибозимных конструкций, коротких 
интерферирующих РНК, интрамеров (РНК-аптамеры, экспрессирующие- 
ся внутри клеток для белковой интерференции) и интраантител (антитела, 
экспрессируемые внутри клеток для белковой интерференции), были ис- 
пользованы в борьбе с ВИЧ-инфекцией и СПИДом (рис. 8-10). 

Вирус иммунодефицита человека (ВИЧ) — наиболее опасный для чело- 
века вирусный патоген, и поэтому огромные денежные средства из различ- 
ных фондов направляются на исследования, связанные с разработкой но- 
вых терапевтических подходов к предотвращению и лечению этого заболе- 
вания. Поскольку ВИЧ является ретровирусом, то в качестве мишени при 


Белок Ср!20 Декапсидация Свободная 
О ‚9 (раздевание) РНК ВИЧ 


рецептором ср4 вируса 


Инфицированные 
клетки 
НИТЬ ‹ 
претит 
вВй_ с* 
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проведении терапии можно использовать геномную РНК или вирусные 
белки. ВИЧ специфически инфицирует Т-лимфоциты, что делает генную 
терапию ех уйо наиболее эффективным подходом. Тем не менее разрабаты- 
ваются также лекарства на основе нуклеиновых кислот, которые действуют 
на Т-лимфоциты #1 уйо, Были получены антисмысловые олигонуклеотиды, 
которые узнают гены ро/ и еиу, кодирующие вирусную обратную транс- 
криптазу (необходимую для репликации) и белки оболочки (важные для 
взаимодействия с рецепторами Т-клеток). Т-клетки были также трансфор- 
мированы конструкциями, экспрессирующими антисмысловую РНК, на- 
правленную на подавление экспрессии этих генов, а также генов регулятор- 
ных белков Таси Веу. Были созданы рибозимы, расщепляющие геном ВИЧ, 
которые были введены в Т-клетки в составе ретровирусных конструкций. В 
процессе нормального инфекционного цикла белки Та{ и Кеу связываются 
с регуляторными последовательностями в геноме, известными как ТАК и 
ВКЕ. Новый подход к ингибированию ВИЧ-инфекции предполагает высо- 
коэффективную экспрессию РНК-ловушек, несущих множество копий 
этих последовательностей. Основная идея заключается в том, что такие 
РНК свяжуг все белки Таё и Кеу и таким образом ограничат их доступность 
для вируса. Для блокирования сборки вирионов ВИЧ были получены как 

аптамеры, так и антитела; кроме того, интраантитела были экспрессирова- 

ны в Т-клетках для ингибирования белков Та{ и Кеу и блокирования сбор- 

ки субъединиц белка оболочки 2р160. Альтернативный подход к блокиро- 

ванию сборки вириона — суперэкспрессия мутантной формы вирусного 

белка, которая препятствует функции других белков (доминантно-негатив- 

ный подход). Например, модифицированный белок Вех, который не может 

образовывать комплексы, предотвращает экспорт РНК ВИЧ из ядра инфи- 

цированных Т-клеток. Как и в случае генной терапии рака, были разрабо- 
таны новые подходы, имеющие целью сделать Т-клетки более мощными 
убийцами ВИЧ-инфицированных клеток. 
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Белковая 
субъединица 
Обычная вакцинация ДНК-вакцинация 
В организм вводится антиген В организм вводится ДНК. 


Антиген экспрессируется внутри организма 


Рис. 8-11 Сравнение обычной вакцинации и ДНК-вакцинации. 


использованы для вакцинации против любой болезни. Кроме того, с уче- 
том ведущихся в настоящее время работ по секвенированию геномов 
большого количества микробных патогенов ДНК-вакцинация обеспечи- 
вает быстрый путь выявления новых мишеней вакцин путем высокопро- 
изводительного тестирования на мышах. ДНК может вводиться путем 
инъекций с использованием липосом или бомбардировкой частицами. 
Первая демонстрация метода — долгосрочная защита от гриппа, а в на- 
стоящее время проходят испытания более 40 ДНК-вакцин против таких 
болезней, как корь, ВИЧ, лихорадка Эбола и туберкулез. ДНК-вакцина- 
ция также изучается в качестве средства защиты от прионных болезней. 


” 
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человеческих болезней. Наиболее подходящим модельным организмом для 
большинства человеческих болезней является мышь, хотя крыса, полосатый 
данио и даже более примитивные животные, такие как мухи и черви, также 
пригодны для моделирования некоторых болезней (табл. 8-2). 


Таблица 8-2 Животные и микроорганизмы, используемые для 
моделирования болезней человека 


Организм Свойства 


Мышь Стандартная модель для изучения болезней. Геномы мыши и человека 
были картированы и секвенированы. Для них характерна широкая синтения 
(консервативность расположения генов), поэтому легко идентифицировать 
ортологи генов, что позволяет выявлять подлинно гомологичные болезни. 
Был проведен широкомасштабный скрининг мутантов, и специфические 
мутанты могут быть легко картированы с использованием межвидового об- 
ратного скрещивания. Технология нокаута генов позволяет вводить любые 
заранее определенные мутации в любой ген (см. ТВАЗЕ, базу данных транс- 
генов/направленных мутаций: Юргмилли. оБа.ога /Вап/АФазе. Ни!) 


Крыса Крысы пригодны для изучения некоторых сложных болезней, для которых 
не существует мышиных моделей (например, некоторые нарушения в пове- 


дении). Они в большей степени подходят для физиологических и фармако- 
логических исследований 


Полосатый Хорошая модель для из 
данио 


учения позвоночных, генетическое сходство, креп- 
кие прозрачные эмбрионы. Фенотипическое проявление мутаций, иденти- 
фицированных при генетическом скрининге полосатого данио, напоминают 
человеческие болезни; особенно удобные модели существуют для гемато- 

р : поэтических и сердечно-сосудистых заболеваний 


°  Беспозво- Беспозвоночные модельные организмы ОгозорРИа тезподазеги 


_ Ночные СаепограБа! 5 еедап$ позволяют создавать удобные модели определенных 


И УВ болезней путем воздействия на высококонсервативные пути, такие как ин- 

__  УЛиновый сигнальный путь (С. едалз, модель диабета) и передача сигна- 

' АИ ла фактора роста (2. Ме/подаяег, модель рака). Пригодны для высокопро- 
изводительного анализа, модели на основе С. е/едалз очень удобны для 
изучения инактивации генов РНК-интерференцией (см. гл. 2) 


- Дрожжи и бактерии позволяют создавать модели болезней, связанных сна- 
рушениями чрезвычайно консервативных молекулярных процессов, вклю- 
я клеточный цикл (на основе дрожжей созданы модели рака и синдрома 


а) и репарацию ДНК (на основе Е. со// — модель нестабильности ге- 
ри некоторых ф м. гл. 5) 


пе расе ы 


т - 


| 
| 
| 
| 
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дром Леш-Нихана (дефицит 
феразы, НРЕТ), кистозный фиб 
хромосомы. В других случаях с 
аналогичных подходов был 


достигнут э 
(табл. 8-1). Например, уг эффект утраты функции генов 


мышиная модель диабета б 
мари ыла получена путем 
специфической экспрессии рибозима, направленного против мРНК глю- 


оеаеаЫ В-клетках поджелудочной железы, а модели нескольких бо- 
лезней на базе полосатого данио были получены с использованием анти- 
смысловых морфолино-олигонуклеотилов. По мере модернизации таких 
подходов появляется много общего между созданием моделей болезней и 
методами функциональной геномики (см. гл. 2) — широкомасштабным 
мутагенезом и скринингом путем интерференции. 

Болезни, вызываемые доминантными мутациями, приводящими к 
приобретению функции, могут быть моделированы просто переносом 
гена с эквивалентной мутацией в геном мыши с помощью обычных техно- 
логий переноса генов (дополнение 8-3). Например, мышиные модели бо- 
лезни Альцгеймера были получены суперэкспрессией гена белка-предше- 
ственника амилоида, а модель синдрома Вернера (преждевременного ста- 
рения) — путем экспрессии доминантно-негативного мутанта гена ИМ. 
Были получены мышиные модели, удобные для изучения болезней три- 
плетных повторов, например спинномозжечковой атаксии 1 типа, вызы- 
ваемой экспансией микросателлитных повторов внутри генов (см. с. 123). 
Один из первых примеров моделирования болезни, связанной с приобре- 
тением функции, — экспрессия в мышах мутантной формы прионного 
белка‚ моделирующая  нейродегенеративный синдром  Герштма- 
на—Штресслера—Шейнкера (С55). Однако для моделирования человече- 
ских болезней на мышах имеются определенные ограничения, что связа- 
но с биологическими и генетическими различиями между мышами и 
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Введение ДНК в одну клетку — достаточ- 
но простая процедура. Однако гораздо 
более сложная задача обеспечить введе- 
ние той же ДНК во все клетки, чтобы соз- 
дать модель человеческой болезни у мы- 
шей. Для этого необходимо найти путь 
введения ДНК в зародышевые клетки мы- 
шей, чтобы получались генетически моди- 
фицированные гаметы. По сути это экви- 
валент зародышевой генной терапии у лю- 
дей, осуществленный на животных. Любые 
животные, получаемые в результате опло- 
дотворения этими гаметами, будут иметь 
одну и ту же дополнительную ДНК-после- 
довательность в каждой клетке. Таких жи- 
вотных называют трансгенными. 

В настоящее время существует несколько 
различных подходов к трансформации за- 
родышей мышей: 

* Трансфекция начальных зародыше- 
вых клеток (клетки, дающие начало га- 
метам) 


Пронуклеарная инъекция 


Женский донор 


Рави 


Дополнение 8-3 Перенос генов мышам 


Мышь с корич- 
невым мехом 


 Прикрепление ДНК к головке спермато- 
зоида таким образом, что она водится в 
яйцеклетку при оплодотворении 

« Микроинъекция ДНК в мужской про- 
нуклеус оплодотворенной яйцеклетки 

„ Инфицирование мышиного эмбриона 
рекомбинантным ретровирусом 

* Трансфекция эмбриональных стволовых 
клеток (Е5), которые могут колонизировать 
эмбрион 

Наиболее широко используемые мето- 
ды — пронуклеарная инъекция и трансфек- 
ция Е5-клеток. 

Процедура пронуклеарной микроинъек- 
ции проста. ДНК втягивают в тонкую иглу 
и впрыскивают в мужской пронуклеус не- 
давно оплодотворенной клетки. ДНК 
встраивается в геном (обычно много ко- 
пий), и потомство мыши с высокой часто- 
той становится трансгенным. Иногда по- 
сле нескольких раундов клеточного деле- 
ния ДНК интегрирует, и мышь становится 


Перенос генов Е5-клетками 


Мышь с черным 
мехом 


Выделение 
раннего эмбриона 


Химерная коричнево- 
черная мышь 
(смесь клеток) 
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химерной (трансгенными становятся толь- 
ко некоторые клетки). Однако если среди 
трансформированных клеток есть клетки 
зародышевой линии, то следующее поко- 
ление мышей будет полностью трансген- 
ным (рис. Д8-За). 

Эмбриональные стволовые клетки — 
это культивированные клетки, получен- 
ные из мышиной бластоцисты. Если их 
ввести путем инъекции в хозяйскую бла- 
стоцисту, они колонизируют эмбрион и 
дают начало другим тканям, включая за- 
родыши. Преимущество Е5-клеток состо- 
ит в том, что перенос гена осуществляет- 
ся в культуре, так что для идентифика- 


Мышьс коричневым мехом 


две нормальные 
копии гена-мишени 


ции клеток с нужной генетической моди- 
фикацией можно использовать методы 
селекции. Однако важнейшее достоинст- 
во Е5-клеток в том, что они склонны к 
рекомбинации. Это означает, что они 
могут быть использованы для направлен- 
ного изменения гена-мишени. В таком 
случае введенная ДНК не встраивается 
случайным образом, а подвергается го- 
мологичной рекомбинации с родствен- 
ным геном в геноме и замещает его. Это 
лежит в основе метода получения нока- 
утных мышей, который используется для 
создания моделей болезней, связанных с 
утратой функции гена (рис. Д8-36). 


Мышь счерным мехом 


Выделение 
раннего эмбриона 
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Модели комплексных болезней 


Расшифровка последовательности генома человека позволила иденти- 
фицировать гены, связанные с рядом комплексных болезней (болезни, 
возникающие под действием множества генетических и внешних факто. 
ров, которые не характеризуются простыми паттернами наследования). 
Моделировать комплексные болезни сложнее всего, но некоторые успехи 
были достигнуты в экспериментах, когда скрещивали линии мутантных 
мышей с целью накопления нескольких мутаций в одном организме. На- 
пример, потомки, полученные от скрещивания волнистых (ипашаеа) и 
пятнистых (Рав) мышей, привели к созданию хорошей модели врож- 
денного дефекта расщелины позвоночника без спинномозговой грыжи. В 
других случаях подобного рода скрещивания открыли путь к новым мето- 
дам терапии. Например, трансгенные мыши, суперэкспрессирующие че- 

| ловеческий В-глобин и мутантую форму В-глобина человека, которая сти- 
мулирует полимеризацию, обеспечивают хорошие модели для серповид- 
ноклеточной анемии. Однако когда этих мышей скрещивают с мышами, 
экспрессирующими человеческий зародышевый гемоглобин в период по- 
лового созревания, то у результирующих трансгенных гибридов обнару- 
живается поразительное уменьшение симптомов болезни. Это дает осно- 
вания предполагать, что генная терапия с использованием зародышевого 
гемоглобина способна помочь в борьбе с серповидноклеточной анемией у 
человека. 


Клеточная терапия 


Клеточная терапия основана на использовании клеток в качестве тера- 
агентов. В этой главе мы коротко рассмотрим принципы кле- 

рапии, поскольку во многих случаях терапевтический потенциал 

очает воск модификацию или другие виды оздоровле- 


кого агента, особенно если используются для замены повре- 
ых клеток у ее ее те- 


РИ 


НИИ 


Генная и клеточная терапия 251 


Рис. 8-12 Стволовые клетки дают два типа дочерних клеток: еще одну стволовую клетку 
и клетку, которая дифференцируется. Таким образом, стволовые клетки могут обнов- 
лять такие ткани как кожа, кровь и внутренняя поверхность кишечника, непрерывно в 
течение всей жизни. Недавнее открытие того, что стволовые клетки взрослых могут 
трансдифференцироваться (давать неожиданные дочерние клетки, например нейроны 
из гемопоэтических стволовых клеток), инициировало дискуссии относительно клони- 
рования и терапии стволовыми клетками (см. текст). 


можно будет использовать для выращивания замещающих клеток, тканей 
и, возможно, целых органов. Строго говоря, Е$-клетки не настоящие ство- 
ловые клетки, потому что они не воспроизводят себя на каждом раунде 
клеточного деления. Истинные стволовые клетки делятся и дают такую же 
дочернюю стволовую клетку, а также другую дочернюю клетку, которая 
подвергнется дифференциации (рис. 8-12). Многие стволовые клетки взрос- 
лых обладают этим свойством. Такие клетки найдены во многих тканях и 
ают гемопоэтические стволовые клетки (которые производят все 
_ клетки крови и иммунной системы), стволовые клетки мозга (которые дают 
начало нейронам и глиальным клеткам), мышечные стволовые клетки 
‚зрелые мышечные клетки) и стволовые клетки кожи. Уркотодна из 
‚ВТ н фАкдрутие а В 
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Стволовые клетки и клонирование 


Одна из проблем клеточной терапии связана с острым отторжением, ко- 
тда иммунная система реципиента распознает клетки как чужие и делает 
попытку их разрушить. Эта проблема не возникает, если используются 
стволовые клетки самого пациента, но в большинстве случаев такие клетки 
не доступны. Один из путей решения этой проблемы — клонирование, т. е. 
использование ядра из клетки пациента для замещения ядра в оплодотво- 
ренной клетке. Полученный эмбрион несет тот же генетический материал, 
что и донор, и может предоставлять богатый источник совместимых с орга- 

| низмом пациента стволовых клеток. Этот процесс, известный как терапев- 

| тическое клонирование, вызывает серьезные возражения с этической точки 

| зрения, поскольку может рассматриваться как первый шаг к репродуктив- 
ному клонированию (дополнение 8-4). 


Дополнение 8-4 Этические аспекты клонирования человека 


| 
Первым млекопитающим, клонирован- (Великобритания). Метод прост в теории, | 
ным из взрослой клетки, стала овечка Дол- но очень сложен на практике (рис. Д8-4). | 

ли, созданная Яном Вилмутом и сотрудни- Перенос ядер осуществляли путем слияния 

ками из института Рослина в Эдинбурге соматических клеток из культивированной 


‘ 


1 3+ 


| бей зе со. 


Овца-донор 1 фа Овца-донор 2 | 


| 9% ® Выделение фибробластов Выделение 
бы кие клетки). яйцеклетки 
[| тивирование . 
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линии эпителиальных клеток молочной же- 
лезы с энуклеированными ооцитами (ооци- 
ты с удаленными ядрами). Из среды куль- 

тивации донорских клеток предварительно 


ы удаляли сыворотку, в результате клетки 
Ци й (выходили из клеточного цикла и) перехо- 
мы дили в фазу покоя. Этот шаг оказался су- 
| щественным для достижения успешного ре- 


зультата. Но даже при таких условиях толь- 
ко 29 из 434 ооцитов оказались подготов- 
ленными для стадии переноса, и только 
одна Долли выжила. 
Ах Рождение Долли вызвало неистовство в 

о средствах массовой информации, а также 

| инициировало публичные дебаты о возмож- 

ности клонирования человека и этических 
проблемах, которые при этом возникают. 
Необходимо различать терапевтическое 
клонирование, которое предназначено для 
получения клеток и тканей, необходимых 
для данного пациента, и репродуктивное 
клонирование, которое предполагает соз- 
дание новых человеческих индивидуумов, 
аналогично созданию Долли. 

Как и в случае зародышевой генной те- 
рапии (дополнение 8-1), одним из наибо- 
. лее важных (этических) возражений против 
| в Г репродуктивного клонирования является 
- . то, что технология далеко несовершенна, и 
результаты могут быть непредсказуемы. 
Действительно, после Долли были получе- 
ны сотни клонированных млекопитающих 
различных видов, и многие из тех, кто вы- 


} Трансплантация органов 


_ плантации органов — традиционно 
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жил, обнаруживали признаки врожденных 
дефектов и других болезней. Другое осно- 
вание для беспокойства при репродуктив- 
ном клонировании, имеющее принципи- 
альное значение, — неестественный (не- 
природный) путь создания жизни, в отли- 
чие от процедуры «искусственного» опло- 
дотворения /7 уго, которая просто помога- 
ет нормальному, естественному процессу 
оплодотворения. Несмотря на все эти пре- 
дупреждения одна религиозная группа в 
Америке объявила в начале 2003 г. о кло- 
нировании, по крайней мере, пяти челове- 
ческих организмов, хотя еще неизвестно, 
правда ли это. 

Хотя терапевтическое клонирование не 
должно вызывать таких споров, как репро- 
дуктивное клонирование, многих людей 
все еще оскорбляет идея, что человеческая 
жизнь может быть создана для получения 
«запасных частей». Некоторые люди просто 
плохо понимают, о чем идет речь, посколь- 
ку только эмбрионы, полученные в клини- 
ках традиционным искусственным оплодо- 
творением, будут использованы для проце- 
дур клонирования, в то время как другие 
критики с подозрением относятся к тера- 
певтическому клонированию, так как видят 
в этом окольный путь к репродуктивному 
клонированию. В настоящее время законы 
в отношении клонирования в разных стра- 
нах мира различны и продолжают меняться 
в зависимости от общественного мнения. 


_ Мы заканчиваем эту главу коротким обсуждением проблемы транс- 


й, основанной на клетках терапии. 


_ Она используется в случае выхода из строя какого-либо органа, но обла- 


тем недостатком, 


цего донора. 


что приходится длительное время ждать появления 
Как и в случае других методов клеточной терапии, 
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ческими ретровирусами и дадут новые мощные гибриды с неизвестными 
свойствами. Если отвлечься от этической стороны дела, то метод имеет 
ограниченное применение из-за технических трудностей, включающих 
| узнавание хозяйской иммунной системой свиных антигенов в донорской 
| ткани. Острое отторжение зависит от антител, вырабатывающихся против 
чужеродного органа, и активации хозяйской системы комплемента. В 
обоих случаях главный компонент механизма запуска реакции отторже- 
ния — дисахаридная группа (Са1-а-(1,3)-Са!), присутствующая в организ- 
ме свиньи, но отсутствующая у приматов. 
| Было изучено несколько трансгенных подходов с целью преодоления 
острой реакции отторжения: 
* экспрессия в донорском органе белков, инактивирующих систему ком- 
племента; 
* экспрессия антител против иммуногенной дисахаридной группы; 
х введение генов, кодирующих другие ферменты, метаболизирующие 
сахара; 
* ингибирование о/-(1,3)-галактозилтрансферазы (фермента, который 
| образует именно эту углевод-углеводную связь и который есть у свиней, 
но отсутствует в организме приматов). 
В последнем случае самым простым подходом было бы выключение гена 
о-(1,3)-галактозилтрансферазы путем гомологичной рекомбинации. Об этом 
сообщалось двумя независимыми исследовательскими группами в 2002 г. В 
обоих случаях после переноса клеточных ядер в ооциты с предварительно 
удаленными ядрами родилось несколько живых поросят. Донорскими клет- 
ками служили зародышевые фибробласты, в которых гены @-(1,3)-галакто- 
_ зилтрансферазы были разрушены путем мутагенеза гомологичными конст- 
\ _ рукциями. Одна из исследовательских групп сообщила о рождении пяти здо- 
_ ровыхт ят в день католического рождества 2001 г. (поэтому их назвали 
Ноэль, Ангел, Стар, Джой и Мэри), в то время как другая группа сообщила о 
рождении своих четырех поросят тремя месяцами ранее. Свиньи, использо- 
ванные рой труппой, были миниатюрной породы, что дает преимущества 
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Четыре статьи, в которых рассматриваются технические и этические проблемы клониро- 
вания и клеточной терапии с использованием стволовых клеток: 

Раеу СО (2002) Ргозрес($ юг чет се Фегареиисз: туз апа тефстез. Си" Орт Сене реу 
12, 607—613. 

Согдоп ЛУ (1999) Сепейс епвапсетепЕ п Витапз. Зс1епсе 283, 2023—2024. 

овлзоп М (1998) С!юпшё Нитапз? Вгеззауз 19, 737—739. 


Уевзтап И. (2002) Зет се|з — зс1епийс, теб са! апа роНйса! 15зиез. Ме\и Еиз! / Ме4 346, 
1576—1579. 


Три очень важные статьи, посвященные технологии, применению и проблемам безопас- 
ности генной терапии: 

Рамез /С, бед4ез ОМ, Аноп Е\УЕУ (2001) Сепе ‘вегару юг сузс Ябгозв. / бепе Меа 3, 
409—417. 

Кау МА, С1опозо С, Мани 1. (2001) Утта! уесюгз ог епе (Пегару: Ше ап оЁ иги шс- 
100$ арепз ищю уе ез$ оё Шегареиис$. Майе Меа 7, 33—40. 

Зопма М, \еппа 1М (2000) Сепе Шегару: ш1а15 апа и16щаНопз. Маг Кеу Сепейсу 1, 91—99. 


Три статьи, описывающие, каким образом мыши и полосатый данио могут быть исполь- 
зованы для моделирования человеческих болезней: 

Рооеу К, Сол 11 (2000) Хебгай$В: а тоде! зузета Гог {Не зшау оГВитап @5еазе. Силтеи! Орт 
Сепей Ре 10, 252—256. 

Миег 0 (1999) Теп уеагз оЁ вепе ‘агрейия: ‘агре!е@ тоизе плибап(з, от уеског 4ебеп © 
рВепойуре апа!узз. Месй Деу 82, 3—21. 

Звазиу В$ (1998) Сепе @вгарНоп #1 писе: поде! оЁ4еуе!ортеп! ап 15еазе. Мо! СеЙ Вюсйет 
181, 163—179. 


Хороший краткий обзор принципов действия и областей применения ДНК-вакцин: 
'Всуез-бапдоча! А, Ег НС (2001) РМА уассйтез. Сшт Мо! Меа 1, 217—243. 


В статье представлен взгляд на современное использование РНК-интерференции в каче- 
стве инструмента исследования функции человеческих генов и на возможности ее примене- 
ния в терапевтических целях в будущем: № у 

Н«вагае А (2002) Зтай ииеценле ВМАз: а теуо!аопагу 100! Гог {пе апайузв оРвеле 
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Если термин встречается в рисунке — то номера страниц выделены курсивом, а если в 


таблице или дополнении — жирным шрифтом. 


Абзимы 166 
авермектин 219 
автономные репликоны 17 
агар 15 
агонист 199 
агонисты В ,-адренергических рецепторов 
141 
адгезины бактерий, нефимбриальные 98 
аденоассоциированные вирусы (ААВ) 230 
аденовирусные векторы 230, 232, 235 
аденозиндезаминаза (АРА), дефицит 129, 
235—236 
адоптивная биотерапия 165 
адсорбция, распределение, метаболизм и 
экскреция (АРМЭ) 199 
азидотимидин 118, 118 
активационные ловушки 163, 164 
о аллели 42 
аллель-специфическая гибридизация 27 
аллель-специфические олигонуклеотиды 


`(АСО) 27, 122—123, 124 
а 141 


ификация, ДНК 17, 19 
' й 34 


) 135—136, 135 


ний безмодельный (непара- 


_ ацикловир 117, 118 


антиген 172 

— детекция, инфекционные заболевания 94 

антигены человеческих лейкоцитов, см. 
тены НТА 

антиидиотипические антитела 165—166 

антипротозойные лекарства 89 

антиретровирусная терапия 117—119, 119, 
243, 244 

антисмысловые лекарства 118—119, 239, 
240—241 

— ВИЧ-инфекция 243, 243—244 

антитела 172—174 

— в локализации/диагностике рака 155 

— в лечении рака 159, 164—166 

— детекция в сыворотке 94 

— моноклональные, см. моноклональные 
антитела 

— рекомбинантные 30 

антитело-направленный фермент/проле- 
карственная терапия, АРЕРТ 166 

апикопласт 115 

аптамеры олигонуклеотидные 239, 240, 
242—244 

АРМЭ см. адсорбция, распределение, ме- 
таболизм и экскреция 


атеросклероз 68 


аффинная хроматография 76, 77 
аффинные изотопные метки на 75 


бактериальные искусственные хромосомы 
(ВАС, англ.) 46, 46 
— — — патогенность 97—100 
— — — пластичность генома 100—103 
— — — производство биофармацевтиче- 
ских препаратов 170 
— — — размеры генома 86 
— — — сравнительная геномика 100—103, 
102, 103 
бактерии 86, 86—88 
— Езсйетсйа сой 52 
— — — модели болезней 246 
— — — производство биофармацевтиче- 
ских препаратов 185, 186, 188, 189, 191 
— — — энтероинвазивные штаммы 101—102 
— 5а!топейа 98, 101 
— — дифференциальная индукция флуо- 
ресценции 110 
— ба/топейЙа пурититит 104—105 
— — — мутагенез методом мечения марке- 
ром 110—111, 1177 
бактериофаг фХ178 52 
бакуловирусы 230—231 
БГЭ, см. бычья губчатая энцефалопатия 
белковые микрочипы 71 
— — аналитические 71 
— — функциональные 71 


_ белок (белки) 


— анализ взаимодействий 25, 34, 69—70, 
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— мутантов, полные 80 

— пептидные 212—213, 214 

— скрининг 20 

— экспрессионные 21 

биоинформатика 34 

биосенсоры оптические 203 

биотерапия рака 164—167 

— адоптивная 165 

биотерроризм 92, 92, 95 

биофармацевтические препараты 169—198 

— — альтернативные системы производст- 
ва 197—198 

— — производственные процессы 186—191 

— — качество 191—195 

— — крупномасштабные системы культи- 
вирования клеток 176—184 

— — международный стандарт качества 
СМР 195-197, 196 

— — типы 169, 169 

— — экспрессионые системы 184—186 

болезнь Альцгеймера 249 

— Крона 137—138, 137 

— Чагаса 113 

больные семьи с сиб-парами 135, 136 

бомбардировка частицами, перенос ДНК 
234 

браузер ЕпзЕМВИ. 56, 57 

Бреннер Сидни 41 

бычья губчатая энцефалопатия (БГЭ) 182, 

195 


ВААВТ (англ. НААВТ), см, высокоактив- 
ная антивирусная терапия = 5 


$ 
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валидация мишени 201, 209—212 
— процедур очистки 191 
— процесса 195 
вариабельные (\) участки, иммуноглобу- 
лины 172, 173 
вариации (вариабельность), генетические 
35, 42—43 
— геномные 43 
— изученные 43 
— типы 42—43 
векторы для генной терапии 
— — — вирусные 230—231, 229—232 
— — — невирусные 230, 232—34 
— — — стандарты качества 192 
| Вернера синдром 249 
| вестерн-блоттинг 25 
| — в диагностике моногенных болезней 
| 126, 126—127 
винбластин/винкристин 162—163, 163 
виросомы 234 
виртуальный скрининг 217—218 
вирулентность 85 
вирус иммунодефицита человека, см. ВИЧ 
— лихорадки Западного Нила 95 
°  _ простого герпеса (ВПГ) 231, 239 
— Эпштейна—Барра, трансформация кле- 
ток 181, 181 
вирусные инфекции 85—86 
_ «< вакцины 86, 105—106 
> _ _ < вновь обнаруживаемые 90—91 
ч см. также противовирусные препараты 
усы 85—86 


доставки тенов 229—232, 


_ — НЕХА 249 


вставки 122, 123 

высокоактивная антивирусная терапия 
(ВААВТ) (англ. НААВТ) 117 

высокоскоростные шаровые мельницы 
187, 188 

высокоэффективная жидкостная хромато- 
графия (ВЭЖХ) 73 

высокоэффективный скрининг 202—209 

В-галактозидаза 81—82 


Гамма-сцинтиграфия 176 

ганцикловир 117, 235, 239 

гаплотипные блоки 43, 138—141 

гаплотипы 35—36, 138 

гаплотипы НГА 140—141 

— диабет, тип 1 136 

— наследование 141 

гарантии качества 196 

тель-электрофорез 18, 20 

— в протеомике взаимодействий 76, 77 

— в пульсирующем поле (РЕСЕ) 96, 97 

— для разделения ДНК 20 

— для разделения белков 70—73 

темифилия В 129 

темоглобина фетального наследственная 
персистенция 123 

темоглобинопатии, см. также серповид- 
ноклеточная анемия; талассемия 27, 28 

темолизины 99 

тен ацетил-СоА-карбоксилазы 2 211 

— родопсина 133 

— тимидинкиназы 238, 239 


_ — фактора некроза опухоли 238 


— АВЕ 150 
— С036 68 
— СЕТК 235 


_— 2681 68 ыацьави 


— ЕВВВ2 150 © 


ча Е. см. также проект акт “Ге- 


генетические различия (выявление) 142 
генетическое картирование 42—45 
генетическое тестирование, социальные и 
этические проблемы 143—144 
генная ловушка 81—82, 52 
тенная медицина 31, 225 
— — инфекционные болезни 243 , 243—244 
генная репарация 129—131 
генная терапия 31, 225, 226—239 
— — добавление гена 228, 227 
— — заместительная 228, 227 
— — зародышевая 226, 226 
— — ингибирование гена 228, 227 
— — механизмы доставки генов 229—234 
— — моногенных болезней 128—131, 
226—228, 234—237 
— — подходы 226—228, 227 
— — примеры лечения заболеваний 
234—239 
— — пути доставки генов 228—229 
— — рак 228, 237—239, 238 
— — соматическая 129, 226, 228 
— — уничтожение специфических клеток 
227, 228 
— — этические аспекты 226 
— — ех ум 229, 229 
— — пумо 229, 229 
теном 39 
— аннотирование 54—57 
— геномные браузеры (программы про- 
смотра) 56, 57 
— пластичность 100—103 
— проект, “календарь” основных резуль- 


— глобинов 20 
— идентификация и клонирование 20—23 
— копийность 185 
— маркерные 233, 233 
— мишени для генной терапии 238 
— опухолевых супрессоров 150—151 
— — — идентификация гена-кандидата 
153—154 
— — — механизмы выключения 151 
— общее число в геноме человека 55 
— потеря гетерозиготности (ГОН) 153, 153 
— — — анализ (ГОН) 153, 153 
— предрасположенности к опухолевым за- 
болеваниям 151 
— предсказание на основании последова- 
тельности ДНК 55—56 
— рецепторов меланокортина-3 и -4 211, 
211 
— “самоубийства” 228, 238, 239 
— сироты 58 
— семейства КА5 150 
— функциональная характеристика 95. 
25—26, 25 
— ВКСА1 и ВКСА? 143—144 
— НГА 97, 139—141, 141 
— функция 151-152 
герцептин 165 
Герштмана-—Штресслера— Шейнкера (С5$) 
синдром 249 
тетерохроматин 54 
тибридизация 20, 24 
— аллель-специфическая 27 
— мультиплексная 63 
— на колониях 24 
— на фаговых бляшках 24 у 
— ненасышающая 67 
сли: эх 
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глутатион-$-трансфераза 189—190 

тлютеновая болезнь 140 

гомогенизаторы высокого давления 187, 
188 

гомогенный анализ 203 

гормон роста 29 

трибковые инфекции 88—89 

— — борьба 112 

— — факторы вирулентности 112 

туманизированные антитела 172, 174 


Даунорубицин 219 

— двумерный гель-электрофорез (20СЕ) 
71—72, 72 

— в диагностике рака 157, 158 

двухцепочечная РНК (диРНК, 4$К МА) 
239, 241—242, 242 


1-дезокси-ОР-ксилулозо-5-фосфат (РОХР), 


биосинтез 115 
деконволюция 213, 215 
делеции 122, 123 
денатурация, в ПЦР 17, 19 
дефект расщелины позвоночника без 
спинномозговой грыжи 250 
Дженнер Эдвард 29 
диабет 
— мышиная модель 249 
— тип 1, связь с генами НГА 136 
диагностика 26—27, 28 
— генетические заболевания 122—127 
— инфекционные болезни 89—91, 93 
офили экспрессии генов 69 
‚ 155—158, 176 


‚ метод 213, 214 


ДНК-зонды 20, 24 

ДНК-лигазы 16 

ДНК-микрочипы 63, 65, 66, 67 

— в токсикогеномике 222—223 

— диагностика рака 156—157, 156 

— окрашенные ячейки 67, 68 

— олигонуклеотидный микрочип высокой 
плотности 63, 65, 66, 67 

— точечный 63, 65, 66 

ДНК-полимеразы 16, 17 

додецилсульфат натрия (ДСН, англ. $0$) 72 

доклинические испытания 200—201 

Долли (овца) 252—253 

доминантно-негативный подход 244 

донепезил 222, 223 

дрожжевая двугибридная система 77—80, 
79, 155 

дрожжевая искусственная хромосома 

(УАС) 46, 46 

дрожжи, производство биофармацевтиче- 
ских препаратов 170 

— пекарские, бассйаготусез сете ае 33, 
34, 52 

— — культивирование крупномасшабное 
186 

— — модели болезней 246 

— протеом 71 

— функциональное аннотирование генов 61 

ДСН-ПААГ 72, 72 


Евгеника 226 


Зеленый флуоресцентный белок (СЕР) 110 


_ зидовудин 118 


зонды на основе нуклеиновых кислот 20, 
-25 Юная - 


и 16. 


иммунопрепараты 165, 165 

иммунотоксины 165, 176 

иммуноцитокины 166, 176 

импеллер Раштона 177, 178 

инвазии факторы 98 

ингибиторы НТЕ-1а 167 

— обратной транскриптазы 118, 119 

— протеаз (РТ) 118, 119 

индирубин 162 

индукция флуоресценции, дифференци- 
альная 110 

инсулин 29 

— сигнальный путь 61 

— синдром резистентности 68 

интерлейкин 2 (П.-2) 

— в лечении рака 164 

— потеря гамма-цепи рецептора 237 

— слитый с антителом 165, 166 

интерферон 

— альфа 164 

— бета 191, 193 

— гамма 191 

интраантитела 243, 244 

инфекционные заболевания 85—120 

— — возникновение новых 89—91 

— — генная терапия 243—244, 243 

— — ДНК-вакцинация 106, 244—245, 245 

— — идентификация возбудителей болезни 
91—95, 93, 94 

— — лечение и предотвращение 104—119 

— — микроорганизмы 85—89 

— — молекулярная эпидемиология 95—97 

— — устойчивость организма-хозяина 97 


ионообменная я 
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киРНК (ВМА) см. короткие интерфери- 
рующие РНК 
кистозный фиброз (КФ, муковисцидоз) 
123, 132, 235 
класса обнаружение 157 
— предсказание 157 
клетки иммортализованные 181, 181 
— крупномасштабное разрушение 187, 188 
— пролиферация, молекулярный контроль 
151-152 
— трансформированные 181 
— уничтожение специфических 227, 228 
клетки животные см. также клеточные 
культуры 
— - производство биофармацевтических 
препаратов 169, 170 
клеточная терапия 225, 250—254 
клеточные культуры 
— — вторичные 180 
— — первичные 180 
— — крупномасштабное культивирование 
180—84 
— — опорно-зависимые клетки 183—184 
— — питательные среды 182—184, 182 
клеточные линии 180—181 
— — используемые в производстве био- 
фармацевтических препаратов 182 
— — пакующие 231, 232 
клинические испытания 200, 200—202 
клонирование 17—18 
— в клетках 18, 17 
— позиционное 23, 131—132 
— ПЦР 17 
— репродуктивное 252, 253 
— специфических генов 20—23 
— стволовые клетки 2 
Е 
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комплексные болезни см. полигенные бо- 
лезни 

Консорциум генных онтологий 60 

контиги 45 

контроль качества 195, 196 

— производствееного процесса 196 

копийность, генов 185 

короткие интерферирующие РНК 
(киРНК, англ. ВМА) 239, 241—232, 242 

космиды 45 

Кох Роберт 15 

крупномасштабное культивирование 177, 
178 

крупномасштабное производство биофар- 
мацевтических препаратов 169—198 

крыса как модель 246 

ксенотрансплантация 253—254 


Ламивудин 118 

Левенгук, Антони ван 15 

лейкемия 146, 147 

диагноз 156, 156, 157 

связанная с генной терапией 237, 237 

лейкотоксины 99 

_ лейшманиоз 113, 115 

_ лекарства см. также биофармацевтиче- 
ские препараты 

52 т авы 70 


— — противораковые 160—164 

— — современные подходы 201, 202 
— — токсикогеномика 221—223 

— — химический биосинтез 220 
лекарство 17ААС 162 

— Р5-341 162 

лектиновые микрочипы 193—194 
лидирующее соединение 199, 212 
лимфома 146 

— биотерапия 165 

— неходжкинская 157 

— подтипы 157 

лимфоциты, иммортализация 181, 181 
липоплекс 234 

липосомы для доставки ДНК 233 
липофекция 234 

ловастатин 219 

локус №Ор2 138 

Лонг Кроуфорд 15 

Тежсоп Сепейсз 82 


Мадагаскарский барвинок (Сайагапйиб 
гозеиз) 162—163, 163 

максизимы 239, 240—241 

малярийный паразит (Р/азто@ит 
Ласрагит) 52, 115 

— — жизненный цикл 114 

малярия 89, 89, 113, 113 

разработка вакцины 113—115 

— новых лекарств 115 

устойчивость организма-хозяина 97 

маркерные гены 233, 233 

маркерный тен пео 233 

маркеры рака 156—157 


_ - экспрессируемых последовательностей 


(МС, англ. М5) 


г 
р мк 
Е 


1-я 


международный стандарт качества СМР 
170, 195—197, 196 

менингококки, группа В 105 

метаболизм лекарств 221 

метаболическая инженерия, растения 
162—164, 163 

метастазирование 146 

метициллин-устойчивый золотистый ста- 
филококк (5'арйу/ососсиз аигеиу, англ. 
МКЕЗА) 103 

метод генов-кандидатов 133, 153—154 

— дробовика, секвенирование 51 

— — иерархический 51,53 

— — полногеномный 51,53 

— мечения маркером, мутагенез 110, 1171 

ТааМап 124, 125 

миелома 146 

микозы 88 

микоплазмы 183. 

микрогетерогенность 193 

микроорганизмы см. также бактерии; 
инфекционные заболевания; вирусы 

— вирулентные 85 

— вызывающие болезни 85—86 

— крупномасштабное культивирование 
176—180 

— модели болезней 246 

— патогенные см. патогены 

— производство биофармацевтических 
препаратов 169—170, 169 

микросателлиты 43, 44, 45 

— анализ полигенных болезней 136, 138 


_ — как $Т$-маркеры 48 


— нестабильность 152 
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множественный параллельный синтез 212 

модели болезней 31—32, 225, 245—250, 246 

— - комплексных 250 

— — моногенных 246—249 

— - подтверждение действенности (вали- 
дация) препарата 209—212, 211 

— - молекулярная медицина 15—16, 26—31 

— - инструменты диагностики 26—27, 28 

— — новая 35—36 

— — рекомбинантные белки 29—31 

молекулярный “маяк” 125, 126 

моногенные болезни 121—122, 123 

— — генная терапия 128—131, 226—228, 
234—235 

— — диагностика 122—127, 126, 127 

— — лечение 128—131, 128, 130 

— — модели 245—249 

— — поиск/характеристика дефектных ге- 
нов 131—133 

моноклональные антитела 172—176 

— — гУуманизированные 172, 174 

— — лечение рака 164—167, 174, 175—176 

— — названия 172 

— — применение в медицине 30—31, 171 

— — производство 172—175 

— — радиоактивно меченные, диагностика 
рака 155—156, 175—176 

— — химерные 174—175 

монослои 180 

моноциклин 212 

морфолино-олигонуклеотиды 240 

мРНК, глобальный анализ 62—69 

мРНК эпидермального фактора роста 2 
(ЭФР-2, англ. ЕСЕ-2), мишень рибози- 
ма 130, 241 


сиквенсное типирование 
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мутация в гене о(1- индекс)-антитрипсин 
123—124 

мышечная дистрофия 126, 127 

‚Дюшенна (МДД) 130, 131—132 

мышь (и) (Миз тизсий5) 246 

— геном 52, 133—134 

— метаболизм лекарств 221 

— модели болезней 210, 245—249 

— нокаутные см. нокаутные мыши 

— проекты по мутагенезу 80-82, 134 

— технология переноса генов 247—248 

— трансгенные 247—248, 249 


| Наследственный неполипозный рак тол- 

| стой кишки (НРМСС) 152 

невирапин 118 

Немецкий консорциум генных ловушек 82 

немиелоаблативное кондиционирование 
236, 236 

ненуклеозидные ингибиторы обратной 
транскриптазы (ММЕТИ) 118, 119 

неопластические заболевания 146 

неопластические клетки 181 

неравновесных сцеплений анализ 
135—137, 137 

неустановленная ранее болезнь, кластери- 
зация 157 

новые лекарственные препараты 199—224 

нозерн-блот-гибридизация 24 

нокаут генов 32, 246; см. также нокаутные 


© мыши 32, 133—134, 246—249 
ия лекарственных мишеней 
ми 


обратно-транскриптазная полимеразная 
цепная реакция (ОТ-ПЦР) 21 
однонуклеотидные полиморфизмы (ОНП 
англ. ЗМР), “снипы” 35, 42—43, |2). 13 
— — ассоциации с гаплотипами 138, 139 
— — в случае болезни Крона 137, 138 
— — в фармакогеномике 141-143 
— — картирование 42—43 
ожирение 211 
оксигенация (снабжение кислородом), 
крупномасштабное культивирование 
176-177 
олигонуклеотиды аллель-специфические 
(АСО) 27, 122—124, 124 
— антисмысловые см. антисмысловые ле- 
карства 
— аптамеры 239, 242, 244 
— микрочипы 63, 65 
онкогены 149—150 
— идентификация кандидата 153—155 
— механизмы активации 150, 151 
— терапевтические мишени 238—239 
— функциональный анализ 153 
ОНП см. однонуклеотидные полиморфиз- 
мы 
оппортунистические патогены 88 
оптимизация 199 
оптические биосенсоры 203 
опухоли 146 
— доброкачественные 146 
— злокачественные 146 
— локализация 155—156, 175—176 
орнитин-транскарбамилазы (ОТР) дефи- 
цит 230 
ортологи 246 
остеопороз 211 
острая лимфобластоидная лейкемия 
(ОЛЛ) 156. ; 


‚(ОМЛ) 156 
254 — 


патогенности островки (РА!) 100 
патогенность, бактериальная 97—100 
патогены 85—89 
— ДНК-диагностика 27 
— оппортунистические 88 
— секвенированные геномы 39 
— типирование в судебной медицине 95 
ПДАФ, см. полиморфизм длины ампли- 
фицированных фрагментов (англ. 
АРГР) 
ПДРФ, см.полиморфизм длины рестрик- 
ционных фрагментов 
пептидные библиотеки 212—213, 214 
пептидный синтез 
— - классический метод Меррифилда 
212—213, 213 
— — метод дивергентного синтеза 213, 214 
перенос ДНК, прямой 232—234 
персонализированная медицина 122, 143 
пигментный ретинит 133 
пили, тип ПУ 98—99 
питательные вещества, крупномасштабное 
культивирование клеток 185—186 
пититрин-о. 162 
пищевые добавки 149 
пищевые отравления 90, 91 
плазмидная ДНК 
— — крупномасштабное производство 185 
— — очистка 189, 191 
— — перенос генов 232—233 
— — стандарты качества 191 
плодовая мушка ДгозорйЙа те!аповазег 
33—34, 246 
ые ный по р 83 
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полимеразная цепная реакция (ПЦР) 
17-18, 19, 20—21 

— - - аллель-специфическая 27, 28 

— - - детекция мутаций 124—125 

— — -— длинных фрагментов 21 

— — - идентификация микроорганизмов 
94—95 

— — - инвертированная (обратная) 81, 8/ 

— — — обратно-транскриптазная (ОТ- 
ПЦР) 21 

— — — скрининг библиотеки ДНК 20 

полиморфизм длины амплифицирован- 
ных фрагментов (ПДАФ, англ. АЕГР) 
96, 97 

полиморфизм длины рестрикционных фраг- 
ментов (ПДРФ, англ. ВЕГР) 42, 43, 44 

— — — — вдиагностике болезней 27, 28 

— — — — генетические заболевания 127, 127 

полиморфизм простых повторов (5$КР) 43 

полиморфизмы, последовательностей 
ДНК 42, 42—43 

— — — влияющие на эффективность дей- 
ствия лекарства 142—143 

— — — молекулярная эпидемиология 96—97 

полинуклеотидкиназа 16 

полиплексы 234 

полосатый данио 246, 249 

полые волокна, культивирование живот- 
ных клеток 183, 184 

посттрансляционная модификация 
191-195, 193—194 

потеря функции гена 26, 151—152, 228 

правило “пяти” Липински 215, 217 

праймеры 

— отжиг 17, 19 

=НИРАН, ДЖО ен 
— удлинение 17, 19 о 

прет нета == 129, 143 
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проект “Геном человека” (англ. НСР) 
32—33, 36, 38—57 
— — — аннотирование генома 54—57 
— — - генетическое картирование 42—45 
— — -— первоначальные задачи 40 
— — — стратегия секвенирования 49—51, 53 
— — — физическое картирование 45—49, 
48—49 
— — — “черновые” варианты и оконча- 
тельный 54 
— — — этические, юридические и социаль- 
ные аспекты (ЭЮСА, англ. Е1.$]) 40, 40 
| проект “Разнообразие генома человека” 
| (НООР,Ш англ.) 43 
| производство 196 
| промотор метанол-оксидазы 185 
промоторы, крупномасштабные экспрес- 
сионные системы 184—186. 
пронуклеарная микроинъекция 247—248 
протеом 69 
— методы разделения 70—73 
протеомика 39, 69—70 
— в диагностике рака 157—158, 156 
_ — в разработке лекарств 209, 210 
— взаимодействий 69, 76—80, 77 
— структурная 70 
— экспрессионная 69, 70—76 
_  Противовирусные препараты 86 
- — — разработка 116—119 
— — структура 118 
противогрибковые препараты 88 


АИ и ТО 


Ре выл 


— генная терапия 230, 237—239, 238 
— груди 144, 146 
— диагностика 155—158, 175—176 
— кожи 147 
— легких 147 
— молекулярные основы 147—152 
— мочевого пузыря 157 
— наиболее распространенные формы 147 
— наследственная предрасположенность 
148, 149 
— новые терапевтические мишени 
166—167 
— предрасположенность 149 
— прогрессия 150 
— простаты 146 
— радиоиммунотерапия 159, 160, 175—176 
— роль геномики 153—155 
— сравнительная геномная гибридизация 
(ССН) 153 
— терапия 158—167, 175 
— химиотерапия 160—164 
— эволюционный процесс 148 
— яичка 147 
— яичников 144, 147, 159—160, 160 
растения метаболическая инженерия 
162—164, 163 
— трансгенные 197—198, 197 
рациональный дизайн лекарств 70 
реактор цилиндрический, с перемешива- 
нием 177, 179 
ревматическая лихорадка 103 
редукционистский подход 32 
рекомбинантные белки 29—30; см. также 
терапевтические белки 
рекомбинантные вирусы коровьей оспы 
105—106, 105 
рентгеновская ристаллотрафия 217—218 


й репортерные гены 81, 82 


`репортерный ген 1ас7. 81. 
ретровирусы 117-19. я 


рибонуклеаза (РНаза) бычья 191 


— слитая с антителом 166 
рибонуклеаза Р 130 
риботипирование 96 
рицин, коньюгаты с антителами 165, 176 
РНК двухцепочечные (диРНК) 239, 
240—241, 242 
— зонды 20, 24 
— малые интерферирующие РНК 
(киРНК, англ. ЯВМАз) 239, 241—242, 
242 
РНК-индуцированный “сайленсинговый” 
комплекс (К1$С) 241, 242 
РНК-интерференция (КМА) 83, 241—242, 
242 
РНК-ловушки 243, 244 
роллерные бутыли (вращающиеся сосуды) 
184 


Саркомы 146 
саузерн-блоттинг (блот-гибридизация по 


Саузерну) 24 


— диагностика генетических болезней 123, 


124, 125, 127, 127 
свиньи с “выключенным” геном @-(1,3)- 
галактозилтрансферазы 253—254 
свиньи, доноры органов 253—254 
связывание железа 99 
— лиганда, высокопроизводительный ана- 
лиз 202—209 
секвенирование ДНК 51, 53 
— аннотирование генома 54—57 
— метод дробовика 51, 53 
_ — = терминаторов 49, 50 
селекция, трансформированные клетки 
233, 233 
сельскохозяйственное производство тера- 
певтических белков 197 — 
‹ ий анализ экспрессии генов 
65 ЗЕ 


м6 
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система секреции, тип Ш 99 
скрининг, библиотеки 20 
— виртуальный (т 5Йсо) 217—218 
— высокоэффективный 202—209, 206—207 
— иммунологический 21 
— проб для сиквенса 62—63 
— сиквенс-специфический 20 
— функциональный 21 
слабые" метаболизаторы 141 
слитые белки, лечение рака 165, 166 
— — производство биофармацевтических 
препаратов 189—190 
случайная амплификация полиморфной 
ДНК (КАРР) 96-97 
“снипы” см. однонуклеотидные полимор- 
физмы 
сонная болезнь 113, 115 
социальные проблемы, генетическое тес- 
тирование 143—144 
проект “Геном человека” 40—41 
СПИД, ВИЧ инфекция 88, 89, 95 
спинномозжечковая атаксия 1 типа 249 
спроектированные дети 226 
сравнение последовательностей 58—62 
сравнительная геномика 60, 63 
— — гены рака 154 
— — инфекционные агенты 100—101, 102, 
103 
сравнительная геномная гибридизация 
(ССН) 153, 154 
средства биологической войны 92 
стандарты качества, биофармацевтические 
препараты 191, 192 
старение, клетка 166 
статмин 69, 76, 157—158 
стволовые клетки 250—251, 251 
— — взрослых 251 
— — клонирование и 252 
— — эмбриональные, см. эмбриональные 
стволовые клетки (Е$) 
стоимость производства 


а 
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— — трехмерная 217—218 
структура и активность, соотношение 
(ЗАВ$) 201 
| судебная медицина микробная 95 
суперфолды 60 
| сходства поиск 58—61 
сцинтилляционный анализ близкого рас- 
стояния (5РА) 203, 203, 204 
сыворотка в средах для культивирования 
клеток 182 
— зародышей телят 182, 195 
Сеега Сепопис$ 51 


Такрин 222, 223 

талассемия 97, 123 

— диагностика 27, 28 

тандемные повторы, варьирующие по 
числу 127, 127 

теломераза 166 

тельца включения 188, 190 

терапевтические белки 29—31; см. также 
моноклональные антитела 

— — альтернативные системы производст- 
ва 197—198 

— — биотерапия рака 164—166 

— — моногенные болезни 128, 129 

— — очистка 188—191, 190 

— — примеры 170, 170—171 

_ _ < производство 29—30, 184—185 


ДНК 16-26 
26—32 


трансгенные мыши 247—248, 250 

трансгенные растения 197—198, 197 

трансдифференциация 251 

трансдукция 230 

транскриптом 62 

транскриптомика 39, 62—69; см. также 
микрочипы; ср. протеомика 69 

применение 67—69 

скрининг проб для сиквенса 62—63 

транскрипционная карта 33 

трансплантация органов 253—254 

трансфекция, ДНК 232—234 

трансформированные клетки 181 

трипаносомоз американский 113 

— африканский 113, 115 

трипсином гидролиз, виртуальный 73 

триптические пептиды 73 

триптофан-декарбоксилаза (ТОС) 163, 163 

туберкулез, штаммы для вакцинации 102 

Тэя—Сакса болезнь 123, 249 

тяжелый комбинированный иммунодефи- 
цит ($СТ) 129—130 

— — — дефицит аденозиндезаминазы 
(АРА) 235—237, 236 

— — — Х-сцепленный 237, 237 


Укладка (фолд), типы (группы) 60 

ультрафильтрация 186—187 

устойчивость организма-хозяина к инфек- 
ции 97 

участки, определяющие комплементар- 
ность (СОК) 172, 174 

— — — микрочипы 63, 66 

— — — экспрессионная библиотека 21 


Фаговый дисплей для анализа белковых 
взаимодействий 77, 78. 
ИИА ® Удава» 


. 


3. 


ферментеры, животные клетки 183—184, 
183 

— микроорганизмы 177, 178, 143 

ферменты, используемые для манипуля- 
ций с ДНК 16, 16 

— модифицирующие ДНК 16 

фетальный гемоглобин, наследственная 
персистенция 123 

физическая карта, опорная (эталонная), 
теном человека 48—49, 49, 51 

физическое картирование 45—46 

физостигмин 222, 223 

фимбрии (пили типа ТУ) 98—99 

фингерпринтинг масс пептидов 73, 75 

фингерпринтирование с помощью эндо- 
нуклеаз рестрикции 47, 47 

флавопиридол 162 

Флеминг Александр 15 

фомивирсен 240 

фосфоимиджер 24 

фрагмент константного участка, Ес 173 

фрагменты антиген-связывающие, Еаб 173 

функциональная геномика 33—34, 67—80 

— — гены рака 153—155 

— — определение 39 

функциональный клеточный анализ 205, 
206—207, 208 

Еизи гибтрез 52 


Хантингтона болезнь (БХ) 123, 211—212 
химический биосинтез 220 
< химерная мышь 247—248 
химерные антитела 174—175 
химерные вставки 46 
евтические агенты 160—164 


_ Эбола лихорадка 91 
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центрифугирование 186—187 

цервикальный рак 147 

цеце муха 115 

циклин-зависимые киназы (СОК) 
151-152, 155 

циклины 151 

циклооксигеназа-2 76 

цитокины, присоединенные к антителам 
166, 176 

цитомегаловирусная инфекция 119, 240 


Частота рекомбинации 42 

человеческие антимышиные антитела 
(НАМА5) 174 

человеческие антихимерные антитела 
(ЧАХА, англ. НАСА)) 174 


человеческий хорионный гонадотропин 
156 


— — — геном 52, 61 

— — — программы мутагенеза 83 

— — — РНК-интерференция 241 

червь нематода, Саепогнар4 5 еевапу 33, 
34, 246 

— филяриозный, Опсйосегса уоли!их 116 


чистота биофармацевтических препаратов 
191—195, 192 


Шапероны 190 
шариковые микроносители 184 


Щелочная фосфатаза 16 


экспансии (увеличение числа) тринуклео- 
тидных повторов (триплетные повторы) 
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электроспрей-ионизация (ЭСИ) 73 

электрофорез в полиакриламидном геле 
(ПААГ, англ. РАСЕ) 20, 72 

— — — с додецилсульфатом натрия (ДСН- 
ПААГ, $05-РАСЕ) 72, 72 

эмбриональные стволовые клетки (Е5$) 
250—251 

— — — трансфекция зародышевых клеток 
мышей 247—248 

эмфизема, наследственная 123 

эндонуклеазы рестрикции 16 

энтерококки, устойчивые к ванкомицину 
(УБЕ) 101 

эпигенетические модификации 151, 167 

эпидемиология молекулярная 95—97 

эпидермальный фактор роста (ЭФР, англ. 
ЕСЕ) 


_ — — — крупномасштабное производство 


188 
— — — сигнальный путь 76-77, 155 
эпитопы 173 


эритромицин 219 


эритропоэтин 194—195 

эрлифтный ферментер 153, 183 

этидийбромид 20 

этические проблемы 

— — генетическое тестирование 143—153 

— — генная терапия 226 

— — “Геном человека”, проект 40—41 

— — клонирование человека 252—253 

эффект Крэбтри 186 

эффективность биофармацевтических 
препаратов 191—195 


Юридические аспекты, проект “Геном че- 
ловека” 40—41 


Ядерный антиген пролиферирующих кле- 
ток (РСМА) 76 
ядерный магнитный резонанс (ЯМР) 217 


Латинские названия и английские сокращения 


эм 


17ААС, лекарственный препарат 162 

АРА, см. аденозиндезаминаза 

АЕГР, см. полиморфизм длины амплифи- 
цированных фрагментов 96, 97 


и тайапа 52 


`азидотимидин, зидовудин 
5 атйтасв = 100 


Е$Т, см. маркеры экспрессируемых после- 
довательностей 


ЕаБ, фрагменты антиген-связывающие 173 
Ес, фрагменты 173 


СепеСЫрз 65, 67 


СЕР, см. зеленый флуоресцентный белок 
СМР см. международный стандарт каче- 
ства СМР 


. р НААВТ, см. высокоактивная антивирусная 
_ Терапия 
_НаеторйИиу триепсае 52, 


НейсоБасег руюп 97 
рее пизнаане: 24 р нчккь 
На риеиториа 90. реквиий 

тж. ры 5 мая 
(МАЛДИ), ; 


ММЕТИ, см ненуклеозидные ингибиторы 
обратной транскриптазы 


Опсйосегса уомииз 116 


РАСЕ, см. электрофорез в полиакрила- 
мидном геле (ПААГ) 

РАТ, см. патогенности островки 

РЕСЕ, см. гель-электрофорез в пульси- 
рующем поле 

Рена разотз 185 

Р/азто@ит Гайсрагит, малярийный пара- 
зит 52, 115 


КАРО, см. случайная амплификация по- 
лиморфной ДНК 
ВМА, см. РНК-интерференция 


басспаготусеу сегеу5йае 33, 34, 52 

ЗАСЕ, см. серийный анализ экспрессии 
тенов 

батопейа 98, 101 

ба/топеЙа урйтиптит 104—105 

ЗАВ см. структура и активность, соотно- 
шение 

УСО см. тяжелый комбинированный им- 
мунодефицит ($СПР) 


ПНА 


ОЗ А27 
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Эй веИа 101—102 

ЯВ МАЗ, см. малые интерферирующие 
РНК 

УМР5, см. однонуклеотидные полимор- 
физмы 

УРА, см. сцинтилляционный анализ близ- 
кого расстояния 


5РК, см. поверхностный плазмонный ре- 
зонанс 

5'арну/ососсиз аигеиз, (МВЗА), метицил- 
лин-устойчивый золотистый стафило- 
кокк 103 

5терюсоссиз группы А 103 

УТ$, см. сиквенсный ярлык (маркерная 
последовательность), 


ТОЕ см. времяпролетный детектор 
Ивно спо[егае 105 


Иезезмотша воззтиа 115 
ИоБасва 116 


УАС, см. дрожжевая искусственная хромосо- 
ма 
Уегзта 98 


у 
р. «** 
В - 
. р 
Жи 
задевихУм, 
НИ. эизьзосая 
броня 
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Биология 
сенсорных 


Смит К. Ю. М. Биология сенсорных систем й 
К. Ю. М. Смит ; пер. с англ. — 2005. — 
583 с. : ил. 


Книга посвящена строению и работе органов 
чувств человека и животных. Помимо нейробио- 
логических, рассматриваются эволюционные, 
молекулярные, гистологические, анатомические, 
а также философские аспекты. Показано глубо- 
кое единство животного мира. 

Изучение сенсорных систем животных позво- 
лит освободиться от антропоцентризма и «уви- 
деть» окружающий мир иными органами чувств. 

Приведенная в книге библиография и ссылки 
на интернет-сайты охватывают период от эпохи 
Аристотеля до начала нашего века. 

Для учащихся старших классов и студентов, 
изучающих биологию и поведение животных, 
а также специалистов, занимающихся модели- 
рованием сложного поведения или интеллекта. 


‚ м. 
ЛИТЕРАТУРА Для ву 
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Бурместер Г.-Р. Нагл 

.-Р. ядная — иммуноло- 
гия / Г.Р. Бурместер, А. Пецутто , 
пер. с англ. — 2007. — 320 с. . ил. — 
(Наглядная медицина Й 


В справочном издании, написанном немец- 
кими специалистами, в наглядной форме из- 
лагаются основы иммунологии, методы лабо- 
раторной диагностики и основы клинической 
иммунологии (объясняется связь теоретических 
принципов и клинических аспектов; рассмотрены 
все известные заболевания, имеющие иммунную 
природу). Книга построена как атлас, где на каж- 
дом развороте помещена иллюстрация, необ- 
ходимые для темы объяснения, определения, 
понятия. Несмотря на краткость изложения, наи- 
более трудные для понимания вопросы изложены 
детально и четко. В приложении представлены 
критерии для диагностики иммунных заболе- 
ваний, приведен полный перечень известных 
кластеров дифференцировки, а также список 
наиболее важных для иммунологии цитокинов. 
В кратком словаре разъясняются основные им- 
мунологические термины. Имеется предметный 
указатель. й 

Для студентов и преподавателей, а также для 
специалистов. 
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Журавлев А. И. Основы физики и биофизики / А. И. Журавлев, 


А. С. Белановский, В. Э. Новиков и др. —2-е изд., испр. — 
2007. — 384 с. : ил. 


В учебнике гармонично связаны классическая физика и ее прак- 
тические аспекты, широко используемые в современной медицине, 
ветеринарии, биотехнологии и зоотехники. Рассмотрены законы тер- 
модинамики. Проанализированы являеня переноса в живом организме. 
Даны необходимые сведения о кинетике переноса. Рассмотрены 
основные виды движения твердых тел и их механические свойства. 
Необходимое внимание уделено биореологии. Приведены основные 
сведения из гидродинамики, теории электричества и магнетизма, а также 
акустики, относящиеся к процессам, протекающие в живом организме. 
Рассмотрены физика свободных радикалов и электронных возбужденных 
состояний и их значения для биологии и медицины. 

Настоящий учебник написан в соответствии с ГОСом и учебными про- 
граммами для студентов ветеринарных и зоотехнических специальностей. 


В истории биологических исследований. 
две эпохи: новейшая эра массированн 
геномов и предшествующее ей в. 


клеточных структур и систем сигнал 
привели науку в различные прикладные. 
особенно ценно, в медицину. 


В этой книге дана всесторонняя оценка примен ия 
технологии рекомбинантной ДНК и геномики в медицине. 


Для студентов, изучающих молекулярную биологию, генную 
инженерию, геномику, молекулярную медицину, а также для 
научных работников. 
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